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Bd. 311 (1958) 1 


Uber die Zusammensetzung 
der elektrophoretisch unterscheidbaren Komponenten 
des Hordeins 


(II. Mitteilung iiber Samenproteine) 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Hans Brutscheck 
Aus der Chemischen Abteilung des Heiligenberg-Instituts, Heiligenberg (Baden) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. November 1957) 
Herrn Prof. Dr. W. GraBmann zum 60. Geburtstag 


Ks ist seit langem bekannt, da8 viele natiirliche Proteine, ja die 
meisten, Gemische von Komponenten mit verschiedener Ladung dar- 
stellen, und man hat zahlreiche Methoden zu ihrer Unterscheidung auf 
Grund der verschiedenen Beweglichkeit bei der Elektrophorese und zu 
ihrer Trennung entwickelt. Trotz der groBen Bedeutung dieser Ver- 
fahren und der mit ihnen gewonnenen Erkenntnisse, z. B. fiir diagnosti- 
sche Zwecke in der klinischen Praxis, sind indessen die Ursachen fiir die 
Erscheinung einer verschiedenen elektrophoretischen Beweglichkeit noch 
in keinem Falle befriedigend aufgeklairt worden. Eine Reihe von Méglich- 
keiten hierfiir ist diskutiert worden: Eine verschiedene Ladung kénnte 
nicht nur durch das Vorliegen einer verschiedenen Anzahl ionisierbarer 
Gruppen in den Proteinkomponenten bedingt sein, sie kinnte auch durch 
eine verschiedene Lage dieser Gruppen zueinander?, durch eine ver- 
schiedene Gestalt der Molekiile, z. B. den Grad der Faltung ihrer Peptid- 
ketten, auch durch den Polymerisationsgrad hervorgerufen werden*. 
Merkwiirdigerweise hat man die nachstliegende dieser Erklarungsmég- 
lichkeiten, das Vorhandensein von Gemischen aus Komponenten von 
verschiedener Aminoséurezusammensetzung, noch nicht ausreichend 
analytisch gepriift. 

Hordein, das alkohollésliche Protein der Gerste, an dem wir diese 
Frage untersucht haben, besteht nach Biserte und Scriban’, wie wir 
bestatigen kénnen, aus fiinf elektrophoretisch unterscheidbaren Kompo- 
nenten. Die bei saurer Reaktion, py 2,4, am raschesten wandernde 


1 [. Mitteil.: E. Waldschmidt-Leitz u. R. Mindemann, diese Z. 308, 
257 [1957]. 

2 Siehe dazu N. Bjerrum, Z. physik. Chem. 104, 147 [1923]; J. G. Kirk- 
wood u. F. H. Westheimer, J. chem. Physics 6, 506, 513 [1938]; F. H. West- 
heimer und M. W. Shookhoff, J. Amer. chem. Soc. 61, 555 [1939]. 

3 Vgl. H. A. Abramson, L.S. Moyer und M. H. Gorin, Electrophoresis of 
Proteins, Reinhold Publishing Corp., New York 1942. 

4G. Biserte u. R. Scriban, Bull. Soc. Chim. biol. 82, 959 [1950]; siehe 
auch R. Scriban, Théses, Lille 1951. 
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derselben, «-Hordein, 14Bt sich in praparativem MaBstabe verhiltnis- 
maBig leicht in elektrophoretisch einheitlichem Zustand gewinnen 
(apparente Beweglichkeit gemessen entsprechend 7,02), wahrend die prii- 
parative Aufteilung des Gemisches der £- und y-Komponenten einerseits, 
deren Beweglichkeiten naher beieinanderliegen (entspr. 5,67 bzw. 4,48), 
die der 6- und ¢-Komponenten andererseits (apparente Beweglichkeit 
entspr. 3,84 bzw. 3,31) eine gréBere Anzahl von Operationen erfordert, 
die Gewinnung der einheitlichen Komponenten hier mit erheblichen Ver- 
lusten verbunden ist. Wir haben uns daher zur grundsiatzlichen Ent- 
scheidung der Frage nach den Beziehungen zwischen Ladung und 
Aminosaurezusammensetzung damit begniigt, zunachst vergleichende 
Bausteinanalysen der «-, der 6- + y- und der 6- + e-Komponenten des 
Hordeins durchzufiihren. 


Tab. 1. Bausteinanalysen der Hordeinkomponenten 
(Angaben bedeuten °, vom Gesamtstickstoff). 




















Aminosaure a-Hordein B- + y-Hordein | 6- + e-Hordein 
Glykokoll ...... 23 1,3 1,5 
PRUE 8165: 155. Gos eee 3,0 Tee 1,3 
MN oo Se od artes wae 3,7 3,9 1,0 
BO os 5 oss was 6,1 4,7 3,0 
Isoleucin ....... 32 2,4 2,0 
US a ae 3,6 3,0 1:2 
SpPreonin 4. 2 as ws 3,8 a 1,2 
yen 4ss) 2... 2 . « « 0,8 11 1,6 
Moetnionin . ...... 0,7 0,8 1,3 
Phenylalanin ..... 22 3,0 3,9 
ROTOR 6. ee es 2,4 2,6 1,7 
SA hi oot: Benes 11,8 13,9 16,5 
Asparaginsiiure. .... 3,0 0,9 1,3 
Glutaminsiure..... 23,1 26,4 31,1 
Mipeinen G6 es S 1,9 iB 0,9 
bpm 66s a ee a4 6,3 11,8 5,4 } 9,5 2,3 5,6 
SASSI Koos Bie ee wore 3,6 2,4 2,4 
Ammoniak. . . « « +» 13,1 13,7 17,4 

| 94,6 | 91,0 | 91,6 


Tab. 1 zeigt, daB die durch eine verschiedene Ladung gekenn- 
zeichneten Komponenten des Hordeins in der Tat eine verschiedene 
Zusammensetzung aufweisen. Eindeutig geht aus den Analysen hervor, 
daB, im Sinne der Unterschiede in der elektrophoretischen Beweglichkeit, 
nimlich abnehmender Wanderungsgeschwindigkeit bei saurer Reaktion, 
der Gehalt der Komponenten z. B. an Prolin und an Glutaminsaure 
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eine sehr erhebliche Zunahme erfaihrt, wahrend zugleich der Gehalt an sorte 


den basischen Bausteinen Lysin, Arginin und Histidin bedeutend ab- diese 
nimmt. Die Frage, ob die Unterschiede in der Ladung der Komponenten dara 


auf Unterschiede in der Anzahl ionisierbarer Gruppen, in der Beteiligung hord 
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Bd. 311. (1958) Samenproteine, IT 3 
gaurer und basischer Aminosaurebausteine zuriickzufihren sei, ist also 
fir das untersuchte Beispiel des Hordeins positiv zu beantworten. Ob 
diese Feststellung auch fiir andere Samenproteine, wie es wahrscheinlich 
ist, zutrifft, fir Proteine namlich, die durch einen verhaltnismaBig hohen 
Gehalt an Dicarbonséuren ausgezeichnet sind, wollen wir weiterhin 
untersuchen; inwieweit die hier gegebene Erkenntnis auch fiir die Zu- 
sammensetzung der zahlreichen wichtigen tierischen Proteinkomponenten 
von verschiedener Ladung gilt, beispielsweise fiir die viel untersuchten 
Serumproteine, bedarf gleichfalls der Priifung. Grundsitzlich sollte man 
fordern, daB Angaben iiber Bausteinanalysen sich nicht oder nicht nur 
auf die natiirlichen Gemische ihrer Komponenten beziehen, daB sie 
dariiber hinaus auch die Zusammensetzung der elektrophoretisch homo- 
genen Einzelindividuen erfassen sollten. 





a) b 6€ 6 


e+6 y 

















—_ 


Elektrophoretische Analyse des Hordeins: a) aus der Gerstensorte Proctor, 
b) aus der Gerstensorte Breuns Wisa. 


Wir verzeichnen weiterhin die Beobachtung, da das Komponenten- 
verhaltnis im Hordein nicht konstant gefunden wird, sondern daB es, 
abhangig von der Gerstensorte, sehr erhebliche Unterschiede aufweisen 


kann; dies geht aus den Ergebnissen der elektrophoretischen Unter- 


suchung des aus einer gréBeren Anzahl von Gerstensorten isolierten 
Hordeins hervor. In Tab. 2 sowie in der Abbildung werden hierfiir zwei 
Beispiele angefiihrt, die durch ein extrem verschiedenes Komponenten- 
verhaltnis ausgezeichnet sind. 


Tab, 2. Verhaltnis der Hordeinkomponenten in verschiedenen Gerstensorten. 











Sorte a- | B- | y- | 6- + e-Hordein 
EPOGUOE: 5s 6 es 6 45 11 24 
Breuns Wisa. . . 20 22 5 45 


Die Priifung der Frage, ob die Aminosdéurezusammensetzung der 
einzelnen elektrophoretisch unterscheidbaren Komponenten des Hor- 
deins, beispielsweise die der x-Komponente, unabhiangig von der Gersten- 
sorte jeweils die naimliche ist, haben wir in Angriff genommen. Sollte 
diese Voraussetzung, wie man anzunehmen hat, zutreffen, so wiirde sich 
daraus zwingend die SchluBfolgerung ergeben, da dem Gesamt- 
hordein, wie man es.aus der Gerste nach bekannten Methoden isoliert, 

| , 
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je nach dem vorliegenden Verhiltnis seiner Komponenten eine ver. Kol 
schiedene Aminosaéurezusammensetzung zukaime; daB also Angaben itiber | - 
Bausteinanalysen fiir dieses Protein, und wohl auch fiir andere, wie sie — He 
die Literatur verzeichnet, ohne Hinweis auf das vorliegende Verhialtnis 
der Einzelkomponenten wertlos und da sie in diesem Sinne zu korri- | bes 
gieren waren. Durch diese Feststellung wird also die oben erhobene — 
Forderung unterstrichen, da8 sich Bausteinanalysen von Proteinen auf_ 
elektrophoretisch einheitliche Individuen beziehen sollten. 

Die Frage endlich, ob und inwieweit das Verhaltnis der Einzel- 
komponenten in den verschiedenen Samenproteinen, z. B. der Getreide- ia c 
arten, eine spezifische Sorteneigenschaft darstellt oder ob es durch 
klimatische Bedingungen, durch Diingung und andere Faktoren eine 
Beeinflussung erfahren kann, haben wir in einer besonderen Untersuchung © 
zu priifen begonnen. ‘ten 


~ 


Beschreibung der Versuche fund 


Isolierung und Reinigung des Hordeins: Lufttrockene Gerste (angew. | Ks » 
bis zu 1 kg) wurde in feingemahlenem Zustand durch Behandlung mit 3 Tin.” sort 
Aceton wihrend 1 Stde. bei —10° entfettet und aus dem im Vak. vom Aceton™ 
befreiten Mehl das Hordein, meist ohne vorherige Extraktion der salzléslichen ten 
Proteinbegleiter (Albumine, Globuline), durch dreimalige, je vierstiindige Behand- 
lung mit 75-proz. Alkohol bei Zimmertemperatur in Lésung iibergefiihrt, darauf 
durch Zugabe von absol. Alkohol zu einem Alkoholgehalt von 85°% wieder aus- 
gefallt. Nach dreitaigiger Aufbewahrung bei —15° wurde vom abgeschiedenen 
Hordein abdekantiert, dieses mit dest. Wasser durchgeknetet und darauf durch 
zweimaliges Wiederauflésen in 75-proz. Alkohol und Wiederausfillen, wie oben Tesu 
beschrieben, gereinigt und im Exsikkator iiber konz. Schwefelsiure getrocknet. | basi 


Elektrophoretische Fraktionierung: 1,35 g Hordein wurden in 80 ccm’ dein 
n-Essigsiure (px 2,4) gelést und nach 48stdg. Dialyse gegen n-Essigsiure der’ jndj 
Elektrophorese in der Apparatur nach Tiselius der Firma Dr. P. Leis K.-G., 
Freiburg i. Br., wihrend 1 Stde. bei + 2° unterworfen (Stromstirke 6 mA, Span- 
nung 300 V). Die Bestimmung des Mengenverhiltnisses der Komponenten erfolgte 
nach sechsfacher VergréBerung des Diagramms durch Extrapolieren ihrer GauB._ 
Kurven und Ausmessen mittels des Planimeters. 

Bei der praparativen Trennung der Komponenten erhielt man unter den 
angefiihrten Bedingungen nach 5—6stdg. Laufzeit einerseits eine Lésung von 
elektrophoretisch einheitlicher «-Komponente, andererseits ein von £- + y- 
Komponente freies Gemisch der 6- + e-Komponenten; die Mittelfraktion endlich, 
welche die £- + y-Komponenten enthielt, wurde durch 12malige Wiederholung 
der Elektrophorese frei von den anderen Komponenten gewonnen. 

Die Isolierung der Komponenten aus den essigsauren Lésungen erfolgte mit- 
tels Gefriertrocknung. 

Bausteinanalysen: Die Hydrolyse der Komponenten (angew. 18,4 mg a- 
bzw. 37,1 mg B- + y- bzw. 23,2 mg 6- + e-Hordein) wurde nach bekannten Ver- 
fahren mit 20-proz. Salzsiiure vorgenommen (24 Stdn., 110°), der iiberschiissige 
Chlorwasserstoff wurde durch mehrmaliges Eindampfen im Vak. entfernt. Die 
Aufteilung der Aminosiuregemische in den Hydrolysaten wurde nach dem Ver- 
fahren von Stein und Moore mittels des Fraktionenkollektors von GraBmann 
und Deffner®, die Auswertung nach Reaktion mit Ninhydrin im Eppendorf- 


5 W. H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 176, 336 [1948]; S. Moore’ 
u. W. H. Stein, ebenda 178, 53 [1949]. 
6 W. GraBmann u. G. Deffner, Chemiker-Ztg. 76, 623 [1952]. 
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" Kolorimeter durchgefiihrt. Als Lésungsmittel diente ein Gemisch von 1 TI. 
in. -Butanol, 2 TIn. n-Propanol und 1 TI. 0,1-n. HCl, das nach dem Durchlauf der 
| Asparaginsdurefraktion durch ein Gemisch aus 2 Tin. n- Propanol und 1 TI. 0,5-n. 
| HCl ersetzt wurde; zur Trennung der sechs ersten Aminosiaurefraktionen (Leucin, 

- Isoleucin, Phenylalanin, Valin, Methionin und Tyrosin enthaltend) wurde eine 

| hesondere Analyse mit einem Lésungsmittelgemisch aus 1 Tl. Benzylalkohol, 1 TI. 

'n-Butanol, 0,288 Tln. Wasser und 0,01 Tln. Thiodiglykol durchgefihrt. 


Frl. Christa Sigrist und Herrn Hermann Auer sind wir fiir ihre Hilfe bei 
‘der Durchfithrung der Elektrophoresen zu besonderem Dank verpflichtet. 


{ 


; Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie dem Fonds der 
/Chemischen Industrie danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten 
Mittel. 


Zusammenfassung 


Quantitative Bausteinanalysen der mittels Elektrophorese getrenn- 


‘im Gehalte der einzelnen Komponenten vor allem an Glutaminsiure 
‘und an Prolin einerseits und an den basischen Aminosauren andererseits. 


Es wurde ferner gezeigt, daB das Hordein aus verschiedenen Gersten- 


ore: _ sorten durch ein verschiedenes Mischungsverhialtnis der Einzelkomponen- 


lichen © 


ten ausgezeichnet ist. 


Summary 


When the components of hordein, separated electrophoretically, 
were analysed quantitatively for their building units, widely diverging 


results of the content on glutamic acid and proline, as well as on the 
basic amino acids were obtained. In addition, it was shown that hor- 
deins from different types of barley contain varying proportions of the 


re. der” 


individual components. 
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Uber organische Katalysatoren, LII? 
EinschluBkatalysen mit Amylose und mit Gallensaéuren 
Von 
Wolfgang Langenbeck und Reinhard Koch 
Aus dem Institut fiir organische Chemie der Universitat Halle-Wittenberg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1957) 

Herrn Professor Wolfgang GraBmann zum 60. Geburtstage herzlichst gewidmet 
Cramer hat im Jahre 1953 die ersten Falle von EinschuBkatalysen 
veroffentlicht?. Er konnte zeigen, da8 die Autoxydation von manchen 


Acyloinen durch deren Einschlu8 in Cyclodextrine deutlich beschleunigt 
wird. Auch in den Arbeiten von Lautsch® tiber Fermentmodelle spielen 


EinschluBverbindungen eine erhebliche Rolle. In der vorliegenden Arbeit} , 


wird ein weiterer kleiner Beitrag zum Problem der EinschluBkatalyse 
geliefert. Bekanntlich sind nicht nur die Cyclodextrine, sondern auch 
die Amylose selbst zur Bildung von EinschluBverbindungen befahigt. 
Es hatte deshalb ein gewisses Interesse, zu untersuchen, ob auch die 
Amylose als Einschlu8katalysator wirken kann. Von den Gallensauren 
weiB man schon lange, da insbesondere die Desoxycholsaure zur Bildung 
von EinschluBverbindungen befaihigt ist, wenn man diese auch frither 
als Choleinséuren bezeichnet hat. Neben der Desoxycholsaure ist ins- 
besondere die Apocholsiure und in schwicherem MaBe die Cholsaure 
zur Bildung von EinschluBverbindungen befahigt. Hatakeyama‘ hat 
schon 1928 eine Beschleunigung der Mutarotation durch Natriumcholat 
beschrieben. Es sei schon hier erwaihnt, daB diese Angaben nicht be- 











stitigt werden konnten. Es liegt wohl eine Wirkung der Alkalitét von 
Cholatlésungen vor. Ferner konnten Langenbeck und Hutschen-) 
reuter® die katalytische Decarboxylierung von «-Ketosaéuren durch/ 
Zusatz von Desoxycholsiéure beschleunigen. Diese Wirkung beruhte aber! 
im wesentlichen auf der Gegenwart alkoholischer Hydroxylgruppen im) 
Molekiil der Desoxycholsiure. Dagegen gelang es uns jetzt, deutliche) 
Beschleunigungen bei gleichbleibendem pg mit Desoxycholsaure, Apo-| 
cholséure und Cholsiaure zu erzielen. 


1 LI. Mitteil.: H. Mix, H. W. Krause u. J. Reihsig, J. prakt. Chem. (4), 
im Druck. 


2 F. Cramer, Chem. Ber. 86, 1576 [1953]; Angew. Chem. 68, 118 [1956].| Abb. 3. 
3 W. Lautsch, Angew. Chem. 66, 123 [1954], und spatere Arbeiten. Acetat; 


4 T. Hatakeyama, J. Biochemistry [Tokyo] 8, 371 [1928]. 


Abb. 4 


5 W. Langenbeck u. R. Hutschenreuter, Z. anorg. allg. Chem. 188, 1/9 com ; 


[1930]. 
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1. Autoxydation von Dioxindol 


Abb. 1 und 2 geben die in der Warburg-Apparatur gemessene 
Autoxydation von Dioxindol mit und ohne Anwesenheit von Gallen- 
sauren und von léslicher Lintner-Stirke wieder. Man erkennt, daB deut- 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Sauerstoffverbrauch von 2,82 - 10-5 Mol Dioxindol in 2 ccm m/3-Phosphat- 
puffer, pH 8,05, bei 40°: a) ohne Zusatz, b) in Gegenwart von 1% Cholsaure, 
c) von 1% Desoxycholsaure. 


.| Abb. 2. Sauerstoffverbrauch von 1,41 - 10-5 Mol Dioxindol in 2 ccm m/6-Phosphat- 


pufferlésung, px 6,1, bei 40°: a) ohne Zusatz, b) in Gegenwart von 1,5%, c) von 
3% léslicher Lintner-Stiarke. 


liche — wenn auch schwache — Wirkungen vorhanden sind. Desoxychol- 
siure ist wirksamer als Cholsiure, die Beschleunigung durch Starke 
hangt von deren Konzentration ab. 
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Abb. 3. Abb. 4. 






































Abb. 3. Sauerstoffverbrauch von 2,12 + 10-5 Mol 3-Amino-oxindol in 2 ccm m/5- 


Acetatpuffer, pu 4,5, bei 40°: a) inGegenwart von 0,5% Amylose; b) ohne Amylose. 

Abb. 4. Sauerstoffverbrauch von 1,09- 10-5 Mol 5.7-Dibrom-amino-oxindol in 

2 ccm m/6-Phosphatpuffer, pH 6,5, bei 40°: a) in Gegenwart von 1% Amylose, 
b) ohne Amylose. 
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2. 3-Amino-oxindol und 5.7-Dibrom-3-amino-oxindol 


3-Amino-oxindol interessiert uns deshalb, weil es als Zwischenstoff 
bei der katalytischen Dehydrierung von «-Aminoséuren durch Isatin 
auftritt. In Abb. 3 sehen wir die Beschleunigung der Autoxydation von 
3-Amino-oxindol durch Amylose; in Abb.4 die Beschleunigung der 
doppelten Amylose-Konzentration auf 5.7-Dibrom-3-amino-oxindol, die 
noch erheblich deutlicher ist. 


3. Dehydrierung von «-Aminosaduren 


Die katalytische Dehydrierung von Aminosiuren mit Isatin 14Bt 
sich durch EinschluBkatalysatoren nur in bescheidenem MaBe aktivieren. 








Aus den Abb. 5—9 sind die Be- 400 

schleunigungen zu ersehen, die nur f 4 
in einigen Fallen tiber eine Aktivie- 
rung auf das Doppelte hinausgehen. 300 A 
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2 ccm Wasser, pH 8,4*, 40°: a) mit y); 

1% Desoxycholsiure, b) mit 0,5°% Des- 100 


oxycholsiure, c) mit 1% Cholsiure, 
d) ohne Gallensaure. 
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Abb. 6. Abb. 7. 
Abb. 6. Sauerstoffverbrauch bei Dehydrierung von Glycin unter Zusatz von 
2,14+ 10-5 Mol Isatin in 2 cem Wasser bzw. 1-proz. wiBr. Lésung von Lintner. 
Starke; px 8,4, 40°: a) 3,14 - 10-* Mol Glycin und Starke, b) dasselbe ohne Starke, 
c) 1,55 - 10-4 Mol Glycin und Starke, d) dasselbe ohne Starke. 
Abb. 7. Sauerstoffverbrauch bei Dehydrierung von 15,06 - 10-5 Mol Phenylalanin 


unter Zusatz von 2,14 - 10-5 Mol Isatin, py 7,5, 40°: a) in 2 com 1-proz. Desoxy- 
cholat-Lésung, b) ohne Desoxycholat. 


* Wegen der Pufferwirkung des Glycins andert sich das pq durch den Zu- 
satz der Gallensiuren und durch die Ammoniakentwicklung waihrend der Reaktion 
nur wenig. 
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Abb. 8. Abb. 9. 


Abb. 8. Sauerstoffverbrauch bei Dehydrierung von 7,53 - 10-5 Mol Phenylalanin 
unter Zusatz von 2,14-10-5 Mol Isatin in 2 ccm 1-proz. Gallensaurelésung ; 
pu 7,5, 40°: a) mit Apocholsiure, b) mit Cholsiure, c) ohne Gallensaure. 


Abb. 9. Sauerstoffverbrauch bei Dehydrierung von 7,53 - 10-5 Mol Phenylalanin 

unter Zusatz von 2,14- 10-5 Mol Isatin in 2 ccm Wasser bzw. 1,2-proz. Starke- 

Lésung bei 40°: I. py 8,6 mit Starke, II. py 8,6 ohne Starke, III. pH7,5 mit Starke, 
IV. pu 7,5 ohne Starke. 


4. Entfarbung von Methylenblau und Dichlorphenol- 
indophenol durch Endiole und verwandte Verbindungen 


Tab. 1 1aBt eine ziemlich starke Beschleunigung der Entfarbungs- 
zeit von Methylenblau durch Hydroxyaceton bei Gegenwart von Lintner- 
Starke erkennen. 


Tab. 1. Entfarbung von Methylenblau durch Hydroxyaceton. 











Temp pH com 0,075-proz. Entfarbungszeiten (Min.) 
A Methylenblau | 2° Starke | seit: Dititiis 
19° 9,2 0,5 85 on 
19° 8,5 1,0 195 400 








Tab. 2 zeigt ahnliche Oxydoreduktionen, bei denen Tillmans Reagens 
(Dichlorphenolindophenol) mit 5-Brom-dioxindol, Benzoylearbinol und 
p-Brom-benzoylcarbinol mit und ohne Lintner-Starke reagierte. In allen 


Tab. 2. Entfairbung von Dichlorphenolindophenol (Tillmans Reagens TR) durch 
verschiedene Endiole. 























0,06-proz. Entfarbungszeit (Min.) 
b : in 

cued Temp.| PH | TR-Losg. |m, 2°/ Starke] ohne Starke 
5-Brom-dioxindol ..... 23° 6,3 2,5 1,7 3,5 
5-Brom-dioxindol ..... 23° 6,5 2,0 1,1 3,5 
Benzoyl-carbinol ..... 40° 8,2 1,0 8,0 10,0 
Benzoyl-carbinol ..... 40° 8,0 1,0 16 19 
p-Brom-benzoylcarbinol | 40° 7,3 1,0 42 67 
p-Brom-benzoylearbinol | 40° 7,5 1,0 35 54 
p-Brom-benzoylearbinol | 40° 7,9 1,0 29 33 
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Tab. 3. Entfairbung von 0,8 cem 0,06-proz. Dichlorphenolindophenol-Lésg. (Till- 
mans Reagens TR) durch p-Brom-benzoylcarbinol bei Gegenwart von Natrium- 
cholat bzw. aiquivalenten Mengen Natriumacetat bei~40°, py 7.2. 





mit 1% Natriumcholat 29 27 
mit Aquiv. Menge Natriumacetat 48,5 41,5 


Entfarbungszeiten in Min. 
Fallen sind hier Beschleunigungen zu beobachten, wenn sie auch 
zuweilen sehr gering sind. Selbstverstindlich wurden in allen Ver- 
suchen die pqg-Werte der phosphatgepufferten Lésungen mit der Glas- 
elektrode kontrolliert. 


5. Mutarotation der D-Glucose 
in Gegenwart von Gallensaiuren 


Abb. 10 zeigt deutlich, daB unsere Werte mit und ohne Cholat mit 
denen von Kuhn und Jacob’ in den Fehlergrenzen tibereinstimmen. Es 




















Abb. 10. Mutarotation von 2-proz. p-Glucose-Lésungen: 


xxxxx ohne Gallensiuren (22°), AAA mit 0,3°, Natriumcholat (22°) 
(nach Hatakeyama’); 
cose ohne Puffer (25°), ——— mit m/30-Phosphatpuffer, py 7,6, 25° 
(nach Kuhn und Jacob); 
@@@ Unsere Werte ohne Gallensiiuren mit m/30-Phosphatpuffer, py 7,6, 25°; 
O©© dasselbe mit 0,3% Natriumcholat. 


bleibt wohl keine andere Erklarung, als daB Hatakeyama‘ trotz An- 
wendung von Phosphatpuffer bei Zusatz von Cholat nicht den gleichen 
py-Wert erhielt wie ohne Cholat. 

Anhangsweise sei noch erwahnt, daf der Umschlagpunkt von 
Kongorot durch Amylose und Lintner-Stirke deutlich in das saurere 
Gebiet verschoben wird (Abb. 11). Umgekehrt wird der Umschlagpunkt 
von Bromthymolblau durch Gallensiuren ins alkalische Gebiet verlagert 
(Abb. 12). 


5 R. Kuhn u. P. Jacob, Z. physik. Chem. 118, 389 [1924]. 
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Abb. 11. Abb. 12. 


Abb. 11. Farbumschlag des Kongorots bei Gegenwart von Starke. 
pu-Wert der Lésungen bei iibereinstimmendem Umschlagsfarbwert in Abhiangig- 
keit von der Konzentration der Lintner-Starke (a) und der Amylose (b). m/12- 

Acetatpuffer 20°. 8,97 - 10-5 Mol/l Kongorot. 


Abb. 12. Farbumschlag von Bromthymolblau bei Gegenwart von Gallensduren. 

pu-Wert der Lésungen bei iibereinstimmendem Umschlagsfarbwert in Abhiangig- 

keit von der Konzentration der Cholsaéure (a) und Desoxycholsiure (b). 5,13 - 10~° 
Mol/l Bromthymolblau. m/5-Phosphatpuffer, 20°. 


Beschreibung der Versuche® 


Die verwendete Amylose wurde nach Schoch’ durch dreifache Fallung mit 
Butanol-Isopropylalkohol hergestellt, die lésliche Starke nach Lintner® durch 
Behandlung von Kartoffelstarke mit Salzsiure. Um die Retrogradation der Amy- 
lose zu verzégern, wurden die Praparate unter absol. Alkohol aufbewahrt und 
erst kurz vor dem Versuch im Vak. getrocknet. 

Zu den Entfairbungsversuchen (Tab. 1—3): 5 ccm 0,l-n. Na,CO;, im 
Hauptversuch 2% lésliche Starke enthaltend, wurden in ein MeBréhrchen ein- 
gebracht, 0,6 com Hydroxyaceton zugegeben und nach Spiilen mit reinem Wasser- 
stoff die angegebene Menge Methylenblaulésung (75 mg in 100 cem Wasser) zu- 
gesetzt. Das pp wurde mit der Glaselektrode gemessen. 

In das MeBréhrchen wurden 6,4 mg 5-Brom-dioxindol, gelést in 9,5 ccm 
m/12-Phosphatpuffer, eingetragen. Dann wurde die Lésung von Dichlorphenolindo- 
phenol (6 mg in 10 com Wasser) zugegeben. 

47 mg Benzoylcarbinol wurden in 6 ccm m/15-Phosphatpuffer gelést: 


5 mg p-Brom-benzoylcarbinol wurden in 5 ccm Wasser und 1 ccm m/3-Phos- 
phatpuffer gelést. 

Mutarotation der p-Glucose in Gegenwart von Gallensauren: In 
ein 25-ccm-Me8kélbchen wurden 0,5 g «-D-Glucose eingewogen und durch Auf- 
fiillen und Mischen mit Phosphatpufferlésung bzw. Natriumcholat und Desoxy- 
cholat die Glucosekonzentration von 2% méglichst rasch hergestellt. Die Lésungen 
waren zuvor im Thermostaten auf die erforderliche Temperatur gebracht worden. 
Der Augenblick der Zugabe von Pufferlésung wurde als Zeitpunkt 0 angesetzt. 
Nach Einfiillen in das Polarisationsrohr (1 dm) wurde abgelesen. Hier wie bei 
allen beschriebenen Versuchen wurden die py-Werte mit der Glaselektrode sorg- 
faltig kontrolliert. 


6 Weitere Einzelheiten s. Dissertat. von R. Koch, Halle 1957. 

7 §. Lansky, M. Kooiu.T. J. Schoch, J. Amer. chem. Soc. 71, 4066 [1949]; 
T. J. Schoch, Advances in Carbohydrate Chem. 1, 285 [1945]. 

§ C. J. Lintner, J. prakt. Chem. (2) 84, 381 [1886]. 
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Zusammenfassung 


Es wird gezeigt, daB bei Gegenwart von Amylose oder Gallensauren 
gewisse Autoxydationen und Dehydrierungen deutlich beschleunigt wer- 
den. Dagegen 1aBt sich die Beschleunigung der Mutarotation der Glucose 
durch Gallenséuren, die von Hatakeyama beschrieben wurde, nicht 
bestatigen. 


Summary 


Certain autoxidations and dehydrogenations are shown to be 
distinctly accelerated in the presence of amylose or bile acids. However, 
an acceleration of the mutarotation of glucose by bile acids, as described 
by Hatakeyama, could not be duplicated. 
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Uber die EiweiSqualitat einzelliger Griinalgen 
und ihre Lebernekrose verhiitende Wirkung 
III. Mitteilung? 


Uber den EinfluB des Trocknens 
auf das diatetische Verhalten der einzelligen Zuchtalge 
Scenedesmus obliquus* 


Von 


Hermann Fink und Elisabeth Herold 


Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie der Universitit K6éln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Dezember 1957) 


Wolfgang GraBmann zum 60. Geburtstage in alter Freundschaft gewidmet 


In den Jahren 1952—1956! fiihrten wir mit der einzelligen Griinalge 
Scenedesmus obliquus, geziichtet an der Kohlenstoffbiologischen For- 
schungsstation in Essen, umfangreiche Fiitterungsversuche an wachsen- 
den Albinoratten durch. Unsere Versuche erstreckten sich auf mehrere 
Chargen dieses Algenmaterials, das aus mehr als 1000 Einzelernten 
stammte. Die Scenedesmus-Algen waren in Essen nach dem Abzentri- 
fugieren unter Infrarot-Strahlern bei héchstens 60—70° getrocknet und 
vermahlen worden. In den Versuchen zeigte sich, daB das getrocknete 
Algenmaterial bzw. sein zu 60—70% verdauliches Protein im allgemeinen 
héchste biologische Wertigkeit und ausgesprochene Lebernekrose ver- 
hiitende Eigenschaften besitzen kann. 

Zwolf verschiedene und zu verschiedenen Zeiten geerntete Chargen von je- 
weils mehreren Kilogramm Trockenalgen zeigten eine erstaunliche Gleichma big - 
keit in der Hohe der diatetischen Eigenschaften. Drei weitere Chargen (13, 14, 15) 
waren weniger wertvoll. Dabei handelt es sich aber um in Abwasser geziichtete 
Algen?. Die zuletzt untersuchten Proben Nr. 22—26 waren wieder ebenso gut wie 
die Proben 1 —12. In der Kohlenstoffbiologischen Forschungsstation war inzwischen 
ein neuer Stamm von Scenedesmus obliquus eingesetzt worden. (Die Proben 17—21 
hatten namlich die Qualitét der Proben 1—12 nicht erreicht.) 

Zusammen mit dem Ergebnis unserer Vitamin E-Bestimmungen® 
und den von H. Lundin‘, Stockholm, und Mitarbeitern an unseren 





* Nach einem Vortrag auf dem IV. Congres International de Nutrition in 
Paris v. 26. Juli bis 1. August 1957. 

1 T, Mitteil.: H. Fink u. E. Herold, diese Z. 305, 182 [1956]; II. Mitteil.: 
807, 202 [1957]; ferner: Naturwissenschaften 41, 169 [1954]; 42, 516, 516/517 
[1955]; 48, 498 [1956]. 

2 In dem Referat in Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 189, 304 [1957], ver- 
fa8t von K, Lang, ist der Hinweis verabsiumt worden, daB es sich bei den in 


diitetischer Hinsicht schlechter befundenen Algen in unserer kurzen Original- 
mitteilung, Naturwissenschaften 48, 498 [1956], um Abwasser-Algen handelte. 


3 Gemeinsam mit E. Ludolphy; Veréffentlichung erfolgt demnichst. 
4H. Lundin, Royal Institute of Technology, Stockholm. Veréffentlichung 
unserer Gemeinschaftsarbeit erfolgt demnichst. 
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Algen in dankenswerter Weise durchgefiihrten B,,-Bestimmungen kénnen 92 
wir heute, gestiitzt auf die Untersuchung von 25 Chargen, zusammen. — 
fassend sagen®: 

Die getrocknete Substanz von Scenedesmus obliquus stellt fris 
— wenn auch noch gewisse Schwankungen bei der Zucht festzustellen au: 
waren — ein neues Material von auBergewohnlich hohem diatetischem un 
Wert (fiir die wachsende Albinoratte) dar. Dies betrifft nicht nur den Alg 
hohen biologischen Wert seines Proteins®, gemessen im Ratten-Wachs- Ge" 
tums-Test, sondern auch seinen beachtlichen Vitamin-E-Gehalt von 
100 bis zu 200 y pro g Trockensubstanz, mit dem es viele hochwertige et 
Ernahrungsprodukte aus dem Tierreich iibertrifft, und auch seinen hohen hat 
Gehalt an Vitamin B,,. Mit diesem diirfte unsere Alge Scenedesmus auf 
obliquus ebenso wie die kiirzlich von Brown, Cuthbertson und Fogg’ 
auf Vitamin B,, getesteten Algen Chlorella vulgaris und Anabaena cylin- 
drica einstweilen allen pflanzlichen Produkten héherer Organisationsstufe 
iiberlegen sein. Bekanntlich sind ja bisher in héheren Pflanzen héchstens 
Spuren von B,, (Cyanocobalamin, Animal-protein-factor) gefunden 
worden. 

In weitgehendem Widerspruch zu diesen sehr giinstig verlaufenden a 
ernahrungsphysiologischen Studien stehen einige altere Beobachtungen® © 
und neuere Feststellungen von Ryther® und Vinberg?®. Sie berichten 
iiber toxische Wirkungen des Phytoplanktons und verschiedener Algen- 
arten auf Tiere und Menschen. 

Unsere Arbeitshypothese, daB sich diese Widerspriiche darauf zu- 
riickfiihren lassen, daB wir unsere Versuche mit vorsichtig (infrarot) — 
getrocknetem Algenmaterial an wachsenden Albinoratten durchgefiihrt die 1 
hatten, wahrend die oben genannten Forscher ihre Beobachtungen nicht 
nur an anderen Arten, sondern auch an frischen noch lebenden Algen- lite 
populationen gemacht hatten, fand durch unsere letzten Fiitterungs-_ — 
versuche nun eine erste Bestitigung. a 

Wir hatten lebende Scenedesmus-Algen, gewonnen durch Ab- 5 nfrat 
zentrifugieren von unsterilen, aber praktisch infektionsfreien Freiland- >)... 
kulturen der Monate September bis November 1956 an junge Albino- 590 | 
ratten verfiittert. Es handelte sich wieder um Diaten, deren Protein zu °y 





nahn 


5 Zusammenfassende Darstellung in einem Vortrag, gehalten auf dem schrit 
Deuxieme Colloque International sur la Qualite Vegetale in Paris vom 24. bis Nun v 
27. 4. 1957. Erscheint demnichst in franzésischer Sprache in: Qualitas plantarum tem A 
et materiae vegetabiles, Uitgeverij Dr. W. Junk, Den Haag. are 

6 Hiermit ist der Bruttowert der Wachstumsintensitiét gemeint, bei dem’. 
allerdings auch die evtl. Mitwirkung von Biokatalysatoren des Wachstums ein- reigte 
begriffen sind. Siehe H. Fink und E. Herold, diese Z. 807, 202 [1957]. in den 

* F. Brown, W. F. J. Cuthbertson u. G. E. Fogg, Nature [London] 177, mater 
188 [1956]. 

8 M. Schwimmer u. D. Schwimmer, The role of algae and plankton in 
medicine; Grune & Stratton, New York u. London 19565. 

® J. E. Ryther, Ecology 35, 522 [1954]. 

10 G. G. Vinberg, Usspechi Ssowremennoi Biologii (Fortschr. gegenwart. * 
Biol.) 88, 216 [1954]. Prof. I 
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jnnen 92°, aus Algen und zu 8% aus Bierhefe bestand. Auch die ibrigen 
:men- _ Bestandteile erfuhren gegeniiber friiheren Versuchen keine Abanderungen. 
Bezogen auf Trockensubstanz war die Zusammensetzung der Diaten mit 
stellt frischen und getrockneten Algen gleich. Wahrend nun die Diaten, die 
tellen aus getrocknetem Algenmaterial hergestellt waren, gern gefressen wurden 
chem und die Tiere gute Gewichtszunahmen zeigten, wurden die frischen 
r den Algen bedeutend schlechter aufgenommen und die Tiere zeigten stetige 
rachs- Gewichtsabnahmen. 
; von Die stark verringerten Futteraufnahmen erinnerten vielleicht in 
ertige etwa an Beobachtungen von Ryther, der unter anderem festgestellt 
1ohen hatte, daB Chlorella-Algen Stoffe produzieren, welche die Nahrungs- 
2smus aufnahme von Daphnien hemmen; sie sind aber, wie die weiter unten 
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‘arot) beschriebenen Versuche zeigen, nicht allein dafiir verantwortlich, daB 
: die Versuchstiere keinerlei Wachstum zeigten, ja sogar anfanglich ab- 
nicht nahmen. Die aufgenommenen Mengen an Eiweif hatten zweifellos fiir 
Igen- 4in nicht unbetriachtliches Wachstum ausgereicht. Dies geht aus den 
ung8- “folgenden Versuchen vom Sommer 1957 hervor (Abb. 2). 

Wichtig ist noch weiterhin, daB bei allen Versuchen, die wir mit 
1 Ab- infrarot getrockneten Algen durchgefiihrt hatten, bei keinem Tiere 
land- ‘Nekrosen aufgetreten waren, waihrend bei den Frischalgen-Versuchen 


wae Nach 90 Tagen gingen uns die lebenden Algen wegen der fortge- 
dem Schrittenen Jahreszeit aus. Wir fiitterten die noch iiberlebenden Tiere 
4. bis nun wieder mit einer Diat aus bereits ausgetestetem infrarot getrockne- 
farum tem Algenmaterial. Sofort trat ein Wendepunkt in der Gewichtszunahme- 
dem eurve ein, die Tiere nahmen wieder rasch zu und die Zuwachswerte 
s ein. Zeigten so gut wie keine Unterschiede gegeniiber friiheren Versuchen, 
in denen die Tiere ausschlieBlich mit Diadten aus getrocknetem Algen- 

] 177, material gefiittert worden waren (Abb. 1). 
Parallel mit den Gewichtsabnahmen ging die Ausbildung eines 
struppigen Felles. Weiterhin konnten wir an Schnauze, Schwanz und 


wirt..  * Die histologischen Untersuchungen wurden in dankenswerter Weise von 
Vrof. Dr. med. Eger, Gottingen, durchgefiihrt. 
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Extremitaéten an Réaude erinnernde Erscheinungen beobachten. Alle 
diese Erscheinungen gingen zuriick, nachdem wir mit getrockneten — 
Algen weiter gefiittert hatten. 

Da die Méglichkeit bestand, daB die Ergebnisse der Diaten, her- 
gestellt aus der lebenden Algensubstanz, jahreszeitliche Unterschiede 
aufweisen kénnten, setzten wir im Friihjahr dieses Jahres einen zweiten, 
gleich aufgebauten Versuch an. Aris 

In dem Herbstversuch hatten wir die frischen Algen — und bei 'p;j, 
Versuchsumstellung (nach 90 Tagen) auch die mit Wasser angeteigten Get 
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getrockneten Algen — und die restlichen Futterbestandteile der Diat 
getrennt gefiittert. Da nun die frischen Algen einen etwas strengen 
Geruch und Geschmack aufweisen, und damit die Méglichkeit bestand, —— 
da8 die Tiere aus diesem Grunde die Aufnahme gréBerer Mengen ver. *' 
weigerten, vermischten wir im Friihjahrsversuch alle Bestandteile mit- , 
einander und. hofften, so vielleicht die Futteraufnahme erhéhen zu pb 
kénnen. Wir machten aber wieder die gleichen Beobachtungen wie im, _ 
Herbst; die Tiere fra8en nicht mehr als damals, die Gewichtsabnahmen Di: 
waren sogar noch etwas gréBer und die Todesfalle traten noch friiher-— 
ein. 

Es lag nun die Vermutung nahe, die Gewichtsabnahmen koénnten 
vielleicht durch die relativ geringen Futteraufnahmen bedingt sein, 
Diese Annahme konnten wir durch einen weiteren Versuch entkriften 4}, ,) 
Wir fiitterten junge Albino-Ratten mit Diiten, aus getrocknetem Algen: 
material hergestellt, bemaBen die Futtermengen aber so, daB die Tiere. ,,, 
die gleichen Mengen an Algen-Trockensubstanz erhielten wie in det} rr.) 
Frischalgen-Versuchen. Es zeigte sich hier in dem gleichen Zeitraunj;,); 
eine gegeniiber friiheren Versuchen geringere aber doch stetige Gewichts$)),, 
zunahme (Abb. 2). 

Einen guten Uberblick iiber die Ergebnisse obiger Versuche gibi U 
Tab. 1. Sie 1aBt die Uberlegenheit der getrockneten Algen iiber dig, Ga 
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_ Alle Tab. 1. EinfluB des Futters auf Lebensdauer und Leberschiden. 
kneten - 
* . . -, | Durchschn. 
Zahl der | Zahl der | Tiere mit | Tiere mit 
os Versuchs- |,, Leber- | Leber. |/¢bensdauer 
, 3 Versuch Versuchs- | gestorb. achaden | schaden | &* Tire 
chiede dauer tiere Tiere mit Leber- 
veiten, Zahl % schaden 
. Frischalgen, I 90 6* 3 3 50 68 
nd bei frischalgen, IT 120 6* 6 3e* 16,7 35 
eigten Getrockn. Algen| 120 6 0 - ~ -- 
* Fir mehr Tiere reichten die frischen Algen nicht. ** Davon 2 nicht ganz ausgeprigt. 


frischen lebenden Algen im Bezug auf die Todesfille und aufgetretenen 
Nekrosen deutlich erkennen. 
’ Wiahrend bei den Trockenalgen alle Tiere den Versuch itiberlebten 
’ und auch dann noch keine Nekrosen zeigten, starb ein groBer Teil der 
Frischalgen-Tiere aus Versuch I und alle Tiere aus Versuch II, z. T. 
5 mit schwachen bis mittleren Nekrosen. 
Recht interessant war nun noch ein Vergleich der EiweiBwirkungs- 
. werte der Tiere, die Futter mit den getrockneten Algen in abgemessener 
Menge erhielten, mit Tieren, die gleiches Futter ad libitum erhielten. 
Aus Tab. 2 ist ersichtlich, daB mit der geringen Proteinzufuhr bei den 
verringerten Futtergaben noch relativ gute EiweiBwirkungswerte erzielt 
wurden, die teilweise recht nahe an die der ad-libitum-Tiere heranreichen. 
Bei den Abschnitten von 90—120 Tagen ist der EiweiBwirkungswert der 
ad-libitum-Tiere sogar etwas geringer. 


























r Diat Tab. 2. EiweiBwirkungswerte bei Fiitterung getrockneter Algen 
rengen a) in abgemessener Menge, b) ad libitum. 
stand, — : ; 
n ver! Diit v. 1—30 Tag. | v. 30—60 Tag. | v. 60—90 Tag. | v. 90—120 Tag. 
emit q) 1,74 1,57 0,34 0,64 
en Zu b) 2,35 2,04 1,05 0,61 
wie im 
ahmen Diat | v. 1—30 Tag. | v. 1—60 Tag. | v. 1—90 Tag. | v. 1—120 Tag. 
frither 
a) 1,74 1,66 1,23 1,08 
. b) 2,35 2,12 1,76 1,45 
onnten 
/ Sein ~_ Aus den Versuchen geht hervor, da8 fir die starken Gewichts- 


riftenbnahmen und die aufgetretenen Todesfille bei den Diiten der Algen- 
‘Frisch-Substanz nicht die geringen Futtermengen verantwortlich sein 
énnen. Durch das Trocknen der Algen-Frisch-Substanz muB8 also 
™ der ffenbar eine starke Verainderung eingetreten sein. Diese wirkt sich 
itrau hicht nur auf die geschmacklichen Eigenschaften aus, sondern vor 
vichtsajiem hat die Substanz durch die schonende Trocknung eine giinstige 







e gibi “Untersuchungen, die Natur dieser Veriinderungen betreffend, sind 
er digm Gange. 
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Zusammenfassung 


Fiitterungsversuche an jungen Albinoratten ergaben, daB die frische 
(nicht getrocknete) Masse der kiinstlich geziichteten Plankton-Alge 
Scenedesmus obliquus sich in diatetischer Hinsicht ganz anders verhilt 
als die getrocknete. Im Gegensatz zum Trockenprodukt mit seinem 
hohen Wert fiir das Wachstum konnte mit dem frischen Material kein 
Wachstum erzielt werden. Die Tiere nahmen ab und starben zum 
Teil an alimentiarer Lebenekrose. 

Die Verainderungen beim Trocknen werden weiter bearbeitet. 


Summary 


Feeding experiments with young albino rats showed that the fresh 
(not dried) mass of the artificially cultured planktonic alga Scenedesmus 
obliquus behaves very differently when compared to the dried one. 
Contrary to the dry product with its high value for growth, no 
growth at all could be produced with the fresh material. The animals 
decreased in weight and some of them died of dietetic liver necrosis. 

The changes upon drying will be studied further on. gru 
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Die Einwirkung von Perjodsaure auf Prokollagen, I 
Perjodsdureaufnahme, Hexosen, Hydroxylysin 
Von 
Helmut Hérmann und Gerhard Fries 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Dezember 1957) 


Unserem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Wolfgang GraBmann, 
zum 60. Geburtstag gewidmet 


Die Einwirkung von Perjodsiure auf Kollagen ist in der letzten 
Zeit mehrmals dazu herangezogen worden, um die Bedeutung des geringen 
Kohlenhydratanteils der Faser fiir ihre Struktur und Stabilitat zu unter- 
suchen. Perjodsaéure ist bekannt als Oxydationsmittel fiir 1.2-Glykol- 
gruppierungen! und es ist zu erwarten, daB unter seinem Angriff Kohlen- 
hydrathestandteile zerstért werden. D. 8S. Jackson? fand, daB Kollagen 
nach Oxydation mit Perjodsaure eine wesentlich tiefere Schrumpfungs- 
temperatur aufweist. In einer folgenden Publikation berichteten GraB- 
mann und Kihn® weiter, daB Kollagen unter der Einwirkung von 
Perjodat bei maBig erhohter Temperatur, etwa 40°, sogar in Lésung 


geht. 

Die Bedeutung von Kohlenhydratverbindungen fiir die Struktur der Kol- 
lagenfaser geht auch aus anderen Versuchen hervor: Wihrend z. B. der siure- 
lésliche Kollagenanteil (Prokollagen) bei normaler Dialyse gegen Wasser oder in 
Gegenwart von Salzen in der iiblichen Faserform mit einer Identititsperiode von 
etwa 650A erhalten werden kann‘, erhielten Gross, Highberger und F. O. 
Schmitt® in Anwesenheit von kohlenhydrathaltigen Substanzen wie «-Glyko- 
proteid aus Serum oder den Mucopolysacchariden Hyaluronsiure, Chondroitin- 
sulfat und Heparin vollkommen andersartige Fasern mit einer Identititsperiode 
von 1500—3000 A. Nucleinséuren und Nucleotide, also ebenfalls kohlenhydrat- 
haltige Verbindungen, kénnen geléstes Kollagen wiederum in Form von fadenspul- 
artigen Niederschligen abscheiden®, 

Der Kohlenhydratanteil der kollagenen Faser scheint sehr komplex zusam- 
mengesetzt zu sein. Gefunden wurden Glucose’, Galaktose’, Mannose®, Fucose®, 


1M. L. Malaprade, Bull. Soc. chim. France, Mém. [5] 1, 833 [1934]. 

2 D. S. Jackson, Biochem. J. 56, 699 [1954]. 

3 W. GraBmann u. K. Kihn, diese Z. 801, 1 [1954]. 

4R. W. G. Wykoff u. R. B. Corey, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 84, 285 
[1936]; F. O. Schmitt, C. E. Hall u. M. A. Jakus, J. cellular comparat. Phy- 
siol. 20, 11 [1942]; G. Bahr, Exp. Cell Res. 1, 603 [1950]. 

5 J. Gross, J. H. Highberger u. F. O. Schmitt, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 80, 462 [1952]. 

°F. O. Schmitt, J. Gross u. J. H. Highberger, Proc. nat. Acad. Sci. 
USA 89, 459 [1953]. 

7 W. GraBmann u. H. Schleich, Biochem. Z. 27, 320 [1935]. 

8 R. E. Glegg, D. Eidinger u. C. P. Leblond, Science [Washington] 118, 
614 [1953]. 
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Glucosamin® und Sialinsiure!®,. Eine nihere Untersuchung zeigte jedoch bald, 
daB von den genannten Zuckern nur die Hexosen der eigentlichen kollagenen 
Substanz angehéren. Grafmann und Schleich’ fanden erstmals 1935, daB ein 
Anteil von etwas weniger als 1% Hexosen stindig in der Faser gefunden wird, 
und da sich ihre Menge auch bei Hitzedenaturierung oder Behandlung mit Alkali, 
bei der die Mucine in Lésung gehen, nicht andert. Neuere Untersuchungen von 
Gra8mann und Wolf"! an Prokollagen haben gezeigt, daB man durch mehr- 
maliges Lésen und Wiederabscheiden desselben durch Dialyse die hexosamin- 
haltigen Bestandteile vollstindig entfernen kann, wihrend die Hexosen immer 
gleich in einer Menge von 0,75 Gew.-% gefunden wurden. Der Hexosengehalt der 
reifen Kollagenfaser ist etwas niedriger und betragt 0,45 Gew.-°% 11512418, 


Um die erwahnten Befunde iiber die Einwirkung von Perjodsaure 
auf Kollagen richtig deuten zu koénnen, war es notwendig festzustellen, 
welche chemischen Veranderungen Kollagen bei der Oxydation tat- 
sichlich erfaihrt. Nach Bangle und Alford! entstehen bei der Oxyda- 
tion Aldehydgruppen und Ammoniak, und zwar von letzterem bei al- 
kalischem Abbau nach 24 Stdn. 60°%, bei saurem aber nur 10% des 
Gehaltes an Hydroxylysin, welche Aminosiure als Quelle dafiir bei der 
Perjodsiureoxydation angesehen wird. Fiir die Beurteilung der Befunde 
von Jackson und von GraBmann und Kiihn war es weiterhin not- 
wendig zu wissen, ob bei der Perjodsiureoxydation entscheidende Ver- 
anderungen an der eigentlichen Kollagensubstanz erfolgen oder ob sich 
der Angriff hauptsichlich auf eine Begleitkomponente bezieht, die fiir 
die Vernetzung der kollagenen Faser, sei es hauptvalenzmaBig oder durch 
elektrostatische Krafte, verantwortlich ist. Wir wahlten daher Pro- 
kollagen als Untersuchungsmaterial, das nach Ansicht der meisten 
Autoren!‘ eine bereits zur Faser entwickelte Form des Kollagenmono- 
meren (Tropokollagen) darstellt, bei der wahrscheinlich nur irgendwelche 
Quervernetzungen fehlen, die im ausgereiften Kollagen den Losungs- 
vorgang behindern. Wie bereits erwihnt, konnten wir dieses Material 
sauber reinigen™. AuBerdem war es méglich, bei den analytischen Be- 
stimmungen in Lésung zu arbeiten, was zahlreiche Arbeiten erheblich 
erleichterte. 


® F. Schneider, Collegium [Darmstadt] 1940, 97. 

10 H. H6rmann, Vortrag 2. 7. 57 Géttingen; Beitrige zur Silikoseforschung, 
Sonderband iiber die Tagung der Bergbau-Berufsgenossenschaft am 29./30. 11. 56 
in Gottingen, S. 619. 

11 W. GraBmann u. K. Wolf, verdffentlicht von W. GraBmann, Vor. 
trag auf dem Symposium on connective tissue des council for international organi: 
zation of medical sciences, London, 24. 7. 1956; CLIOMS report, S. 157. 

12 J. Beek, J. Res. nat. Bur. Standards 27, 507 [1941]; J. A. Moss, Bio. 
chem. J. 61, 151 [1955]. 

13 R. Bangle u. W. C. Alford, J. Histochem. Cytochem. 2, 62 [1954]. 

14-V.N. Orechowitsch, A. A. Tustanowsky, K. D. Orechowitsch u. 
N. E. Plotnikowa, Biochimia 18, 55 [1948]; J. Gross, J. H. Highberger u. 
F. O. Schmitt, Proc. nat. Acad. Sci. USA 40, 679 [1954]; D.S. Jackson u. 
J. H. Fessler, Nature [London] 176, 69 [1955]; D. S. Jackson, Vortrag aut 
dem Symposium of the British Gelatine and Glue Research Association, Londor 
1.—5. 7. 1957; W. GraBmann, Leder, 6, 241 [1955]. Vgl. dagegen A. A. Tusta- 
nowsky, A. L. Saidess, G. W. Orlowskaja u. A. N. Michailow, Ber. Acad 
Wiss. UdSSR 97, 121 [1954]. 
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Ergebnisse 


Essigsaure Prokollagenlésungen zeigen bei 20° wahrend der ersten 
5 Stdn. einen starken Verbrauch an Perjodsiure, der aber zu keinem 
Endpunkt fihrt, sondern in der Folgezeit stetig immer weiter ansteigt 
(Abb. 1). Extrapoliert man diesen zweiten Ast, der sich durch eine 
Gerade wiedergeben la8t, auf die Zeit 0, so kann man am Schnittpunkt 
mit der Ordinate fiir den rasch verlaufenden Anteil der Oxydation eine 
Aufnahme von etwa 3,4 Mol Perjodat pro 100 Mol Proteinstickstoff oder 
2.8 Mol pro 100 Mol Aminoséuren ablesen!®. Die Gesamtaufnahme 
verlauft bei 40° schneller als bei 20°, wie Tab. 1 zeigt. 
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Abb. 1. Perjodsiiureaufnahme von Prokollagen in Abhingigkeit von der Oxy- 
dationszeit. 


0,7% Prokollagen, 0,02-m.Perjodsiure in 8-proz. Essigsiure. 


Tab. 1. Perjodsiureverbrauch von Prokollagen in essigsaurer Lésung 
bei 20° u. 40°. 0,7% Prokollagen in 8-proz. Essigsiure, 0,02-m. NaJO,, 
Abbauzeit 72 Stdn. 





JIETESTS S12 ae ee ae 
JO9-Verbrauch in Mol/100 Mol AS. . ... . . . 








Das Oxydationsprodukt von Prokollagen war in allen untersuchten 
Fallen, nach einer normalen Abbauzeit von 72 Stdn. bei 20° und bei 
40° sowie auch nach 250 Stdn. bei 20° hochmolekular. Stickstoffbe- 
stimmungen ergaben keine Anderungen bei der Dialyse. 

Eine Bestimmung der freien Aminogruppen nach van Slyke zeigte 
nur einen langsamen Abfall derselben, der zahlenmaéBig gut mit der 
Zerstérung der Aminolgruppierung von Hydroxylysin (s. u.) iiberein- 
stimmte (Abb. 2). Eine Freisetzung zusiitzlicher «-Aminogruppen, die 
moglicherweise bei einem Aufbrechen der Peptidkette zu erwarten 
waren, konnten wir nicht feststellen. 

Als auffallende Verainderungen sind dagegen eine sehr rasche Zer- 
stérung des groBten Teils der Hexosen und eine etwas langsamere des 


15 Bei der Berechnung wird zugrunde gelegt, daB im Kollagen und Prokol- 
lagen 261 N-Atome 216 Aminosiuren entsprechen. 
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Hydroxylysins zu verzeichnen. Die Hexosen nehmen innerhalb von einer 
Stunde von 0,75 Gew.% auf 0,16 Gew.% (0,37 bzw. 0,08 Mol/100 Mol 
Aminosiuren) ab und bleiben dann konstant (Abb. 3). Fiir den letzten 
Wert mu8 man allerdings eine etwas gréBere Fehlerbreite einréiumen, 
da sich so kleine Zuckermengen auch mit der Anthronreaktion nicht 
mehr mit Sicherheit bestimmen lassen. Das Absorptionsspektrum der 
Farbreaktion zeigt aber noch ein deutliches Maximum bei 625 my, ein 
Zeichen, daB sicher noch etwas unzerstérte Hexosen vorhanden sind. 





~ 


























, oe 
3 ° 
8 2 
a 
= 
= 

50 00 55 

, Stdn a” 


Abb. 2. Abnahme der freien Aminogruppen bei der Oxydation von Prokollagen 
mit Perjodsiure. Bedingungen wie in Abb. 1. 
































= OM 

S 

S 2 

~ _ 3 Stdn. 

8 P aka 
1 

:  s — 


Abb. 3. Abnahme der Hexosen bei der Oxydation von Prokollagen mit Perjodsaure- 
Bedingungen wie in Abb. 1. 


Moéglicherweise handelt es sich dabei um Hexosen in einer Bindung, 
bei der keine benachbarten freien Hydroxylgruppen mehr vorhanden 
sind. 

Wesentlich langsamer als die Hexosen wird die «-Aminolgruppierung 
des Hydroxylysins zerstért. Die Reaktion wurde sowohl an Hand der 
Formaldehydentwicklung als auch an Hand der Ammoniakbildung zeit- 
lich verfolgt. Abb. 4 gibt die schéne Ubereinstimmung der beiden MeB- 
kurven wieder. Man kann aus ihr ersehen, daB nach 5 Stdn. erst etwa 
50° des Hydroxylysins zerstért sind, wahrend fiir den vollstandigen 
Abbau der letzten Reste etwa 150 Stdn. notwendig sind. Die aus der 
Formaldehyd- und Ammoniakentwicklung ermittelten Mengen an 
abgebautem Hydroxylysin stimmen iibrigens gut mit den durch 
Gesamtaminosaureanalysen nach verschiedenen Oxydationszeiten er- 
mittelten Hydroxylysinwerten iiberein. Diese Analysen seien in einer 
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iner folgenden Mitteilng getrennt publiziert, Tab. 2 gibt jedoch die fiir den 
Mol  vorliegenden Fall interessierenden Werte auszugsweise wieder. Auch die 
zten Abnahme der freien Aminogruppen ordnet sich gut in diese Befunde ein. 
nen, 
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Abb. 4. Entwicklung von Formaldehyd und Ammoniak bei der Oxydation von 
Prokollagen durch Perjodsaure. 
—— Ammoniak (° MeBpunkte); ----- Formaldehyd (* Me8punkte). 
Bedingungen wie in Abb. 1. 
| 
age | Tab. 2. Verinderung des Hydroxylysingehaltes von Prokollagen bei der Oxydation 
mit Perjodsaiure in essigsaurer Lésung ermittelt nach verschiedenen Methoden. 
Samtliche Werte in Mol/100 Mol Aminosauren. 
Oxy- Hydroxylysingehalt Abnahme 
dations- aus der ——— Ammoniak- der 
zeit Gesamt- Abnahme | .ntwi yun entwicklung}| Amino- 
Stdn. analyse ” & gruppen 
0 0,84 0,00 0,00 0,00 0,00 
5 0,42 0,42 0,40 0,43 0,38 
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Abb. 5. Schiffsche Reaktion von Prokollagen (« e) und Stirke (o——o) nach 
. €f- ‘verschiedenen Oxydationszeiten mit Perjodsiure. 0,7% Prokollagen, 0,00324% 
einer Starke in 8-proz. Essigsiure, Farbentwicklung 50 Min. 
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Die Abbaulésung gibt weiterhin eine sehr starke Farbung mit 


Schiffschem Reagens, deren Extinktion nach kurzen Oxydationszeiten | 


durch ein Maximum geht und dann einem Wert zustrebt, der dem einer 
oxydierten Stirkelésung entspricht, deren Glucosegehalt gréBenord- 


nungsmaBig den im Prokollagen vorhandenen Hexosen gleichkommt | 
(Abb. 5). Bei der Beurteilung dieses Ergebnisses muB man jedoch be- | 


achten, da8 auch Hydroxylysin bei der Oxydation mit Perjodsaure 
Aldehydgruppen liefert und damit zur Schiffschen Reaktion beitrigt. 


Es ist im Augenblick daher noch auBerordentlich schwierig, aus der 


Perjodat-Schiff-Reaktion quantitative Schliisse zu ziehen. 


Diskussion 


Die angefiihrten Ergebnisse zeigen, daB bei der Oxydation von 
Prokollagen mit Perjodséure wie erwartet die Substanzen mit «-Glykol- 
bzw. Aminolgruppierung, néimlich der Hauptteil der Hexosen und Hy- 


droxylysin, zerstért werden. Der Verbrauch an -Perjodsaure, der einer | 
raschen Aufnahme von 2,8 Mol pro 100 Mol Aminosauren entspricht, | 


und einer langsamen, die nach 100 Stdn. weitere 3 Mol betragt, wird 
durch die Zerstérung dieser Substanzen nur zu etwa 25% (1,42 Mol 
100 Mol Aminosiuren) gedeckt, wenn man die etwas willkirliche An- 
nahme macht, daB jeder Hexosenrest zwei Oxydationsiquivalente ver- 


braucht. Uber den Angriff an den Seitenketten weiterer Aminosauren, | 
die keine 1.2-Glykol- bzw. Aminolgruppierung aufweisen, wird in einer * 


weiteren Mitteilung berichtet werden, in der die Verainderungen simt- 


licher Aminosiéuren an Hand von Gesamtanalysen nach verschiedenen | 


Oxydationszeiten untersucht werden. 
Bei der Oxydation von Prokollagen mit Perjodsaure in essigsaurer 


Lésung treten keine niedrigmolekularen dialysierbaren Bruchstiicke auf. 
Auch erscheinen keine zusitzlichen nach van Slyke bestimmbaren 


freien Aminogruppen, im Gegenteil, diese nehmen entsprechend der Zer- 


stérung des Hydroxylysins etwas ab. Die Arbeit gibt also keine Hinweise " 


dafiir, daB die Peptidkette des Prokollagens bei der Oxydation Schaden 
leidet, vielmehr scheinen nur an den Seitenketten Veranderungen ein- 


zutreten. 
Dieser Befund muB in bezug auf die Auflosung von Kollagen durch 


Perjodsiure bei Temperaturen iiber 40° betont werden. Offensichtlich | 
handelt es sich dabei also nicht um einen Abbau des Kollagengefiiges zu_ 


niedrigmolekularen Verbindungen, sondern wahrscheinlich nur um eine 
Zerstorung der Quervernetzungen. 
An dieser Stelle mag erwaihnt werden, da8 Kollagen unter der Einwirkung 


von Perjodsiure bei 40° auch in 10-proz. Essigsiure in Lésung geht, nicht nur in 
hydrogencarbonatalkalischem Medium, welches GraBmann und Kiihn® ver- 


wendeten. Nach 5 Tagen hatte sich eine Probe von 50 mg in 5 ccm 10-proz. Essig. ' 


siure, 25mg Na-Perjodat enthaltend, riickstandfrei gelést. Im Gegensatz zum 
Prokollagen enthielt das geléste Material jedoch geringe Mengen dialysierbaren 
Stickstoff. Bei 20° gingen unter denselben Bedingungen von Kollagen nur 6% 
in Lésung. 
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Der Befund, daB8 beim Abbau von Prokollagen mit Perjodsaure keine 
niedrigmolekularen Spaltprodukte und keine freien «-Aminogruppen auf- 
treten, ist noch in anderer Hinsicht bedeutungsvoll, denn er unterscheidet 
sich von Ergebnissen, die GraBmann und Kihn’ mit Phenyljodoso- 
acetat erzielt hatten. Von diesem Reagens war aus Arbeiten von Criegee 
und Beuker, Pausacker und von Lhotka!* ebenfalls bekannt, daB 
es 1.2-Glykolgruppierungen angreift. Bei der Oxydation von Kollagen 
und Prokollagen mit Phenyljodosoacetat stellten GraBmann und Kiihn 
aber das Auftreten freier «-Aminogruppen fest, ein Zeichen, daB die 
Peptidkette selbst unterbrochen wurde. Ihre Menge entsprach einer 
mittleren Kettenlainge der gebildeten Bruchstiicke von 21 Aminosauren 
beim Prokollagen und 25 beim Kollagen. Diese Zahlenwerte sind in- 
zwischen an unserem Institut von GraBmann, Ho6rmann und Klenk?’ 
bestatigt worden, indem sie die freigesetzten «-Aminogruppen mit 
4-Dimethylamino-3.5-dinitrophenylisothiocyanat umsetzten und die end- 
standigen Aminoséuren nach Abspaltung als 4-Dimethylamino-3.5-dini- 
trophenylthiohydantoine!® quantitativ bestimmten. Die Bruchstiicke 
waren beim Prokollagen zum gréBten Teil niedrigmolekular und dialysier- 
bar, beim Kollagen allerdings, wohl infolge Fortbestehens irgendwelcher 
Querverbindungen, noch hochmolekular und undialysierbar. 


Diese Ergebnisse hatten sich allein mit der Spaltung von 1.2-Glykol- 
bzw. Aminolgruppierungen nicht deuten lassen. Eine bereits 1949 von 
Schneider?® geiuBerte Hypothese, wonach Kohlenhydratbruchstiicke 
in die Faser eingebaut sein sollen, deren reduzierende Gruppe mit einer 
«-Aminogruppe der einen Peptidkette N-glykosidisch, eine Hydroxy]l- 
gruppe dagegen mit einer «-Carboxylgruppe der anderen Peptidkette 
esterartig verbunden sein soll, konnte nach GraBmanni fiir die Deutung 
dieser Ergebnisse nicht befriedigen, da die Menge an Kohlenhydraten 
viel zu niedrig war, um eine Spaltung an so vielen Bruchstellen zu er- 
kliren. Die Befunde haben nun durch die Gegeniiberstellung der mit 
Perjodsiure und Phenyljodosoacetat erhaltenen Abbauprodukte ihre 
Erklarung in der offensichtlich wesentlich unspezifischeren Wirkung des 
letzteren Oxydationsmittels erhalten. Nach Untersuchungen von Criegee 
und Beuker!?® ist Phenyljodosoacetat als stairkeres Oxydationsmittel 
auch in der Lage «-Hydroxysiuren zu spalten, was Perjodat nicht vermag. 


Der Grad der Spaltung von Prokollagen durch Phenyljodosoacetat 


_ist nach unseren Befunden iibrigens je nach Reaktionsbedingungen sehr 


wechselnd und hingt stark vom Mengenverhiltnis der eingesetzten 


16 R. Criegee u. H. Beuker, Liebigs Ann. Chem. 541, 218 [1939]; K. H. 
Pausacker, J. chem. Soc. [London] 1958, 107; J. F. Lhotka, Nature [London] 
174, 882 [1954]. 

17 W. GraBmann, H. Hérmann u. M. Klenk unverdffentlicht, siehe 
Diplomarb. M. Klenk, Universitat Miinchen 1956. 

18 W. S. Reith u. N. M. Waldron, Biochem. J. 56, 116 [1954]. 

19 F, Schneider, Vortrag auf der Tagung f. physiol. Chemie Frankfurt a. M. 
1949; s. a. Angew. Chem. 61, 259 [1949]. 
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Reaktionspartner ab, wie die Untersuchung des dialysierbaren Anteils 
nach durchgefiihrter Reaktion zeigt (Tab. 3). 


Tab. 3. Dialysierbarer Anteil nach Abbau von Prokollagen mit Phenyljodosoacetat. 
50 mg Prokollagen, Reaktionsvolumen 5 ccm, 40°, 48 Stdn. 








: Dialysierbarer Anteil 
ee Reaktionsmedium des 
& Reaktionsproduktes % 
25 Wasser 6; 17,3; 21,0 
25 0,5-proz. Essigsiure 16,2; 20,3 
250 Wasser 58,5 








Anmerkung b. d. Korr.: Nach Drucklegung der vorliegenden Arbeit er- 
schien eine Publikation von H. Zahn und L. Ziirn (Z. Naturforsch. 12b, 788 
[1957}), in der sie tiber einen allerdings unvollstandigen Abbau des Hydroxy- 
lysins bei der Oxydation von Kollagen durch Perjodat berichteten. Eine Dis- 
kussion dieser Arbeit wird an anderer Stelle erfolgen. j 


Beschreibung der Versuche 


Das verwendete Prokollagen hatten wir nach einer Vorschrift von Orecho- 
witsch und Mitarb.14 aus Kalbshaut hergestellt. Nach zweimaligem Umdialy- 
sieren aus 0,5-m.Citratpuffer, pH 3,3 gegen 0,005-m.Na,HPO, hatte es in luft- 
trockenem Zustand einen Stickstoffgehalt von 14,45%, beim scharfen Trocknen 
iiber P.O, stieg der N-Gehalt jedoch bis auf 17,4°4 an. In unseren Versuchen 
wurde jeweils das lufttrockene Praparat verwendet. Dessen Hexosenanteil betrug 
0,73 Gew.%. Das Material war frei von Hexosamin, Methylpentosen, Uronsauren 
und Desoxyribonucleinsaure. 


Abbau mit Perjodsiure: Eine Lésung von 700 mg Prokollagen in 80 cem 
10-proz. Essigsiure wurde mit 10ccm 0,2-m.NaJO, versetzt, mit Wasser auf 
100 ccm aufgefiillt und im Dunkeln bei 20° im Thermostatenbad belassen. Ein 
Kontrollversuch ohne Prokollagen wurde parallel angesetzt. 

Die Abnahme der Perjodsiure bestimmten wir in aliquoten Proben von 5 ccm, 
die nach verschiedenen Zeiten entnommen wurden, durch Titration des unver- 
brauchten Oxydationsmittels nach Fleury und Lange*®. Der Perjodsiuregehalt 
der Blindlésung ohne Prokollagen blieb innerhalb von 200 Stdn. konstant. 

Fir die Bestimmung der freien Aminogruppen reduzierten wir iiber- 
schiissige Perjodsiure und Jodsaure in der Abbaulésung mit Natriumhydrogen- 
sulfit und engten die Lésung i. Vak. bei Zimmertemperatur etwas ein, wobei auch 
iiberschiissiges SO, entfernt wurde. Nach Ausfillen von Jodid mit Silbersulfat 
bestimmten wir die freien Aminogruppen in 10—15 ccm Lésung nach van Slyke. 
l ccm wurde zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl! verwendet. 


Bestimmung der Hexosen: 1 ccm Abbaulésung wurde mit NaHSO,- 
Lésung in geringem Uberschu8 reduziert und Jodid mit konz. Ag,SO,-Lésung 
ausgefallt. Das Reaktionsgemisch wurde in einem heizbaren Vakuumexsikkator 
zur Trockene gedampft und im Riickstand die Hexosen nach der Anthronmethode?! 
in der von Yemm und Willis”? angegebenen Weise bestimmt, wobei nach Zentri- 
fugieren die Differenz der Extinktionswerte bei625 und 700 my ausgewertet wurde. 


20 p. F. Fleury u. J. Lange, J. Pharmac. Chim. 17, 107 [1933]. 
21 R. Dreywood, Ind. Engng. Chem., Analyt. Edit. 18, 499 [1946]. 
22 E. W. Yemm u. A. J. Willis, Biochem. J. 57, 508 [1954]. 
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_ Zur Herstellung eines Glucosevergleichsstandards reduzierten wir zuerst 0,1 ccm 


0,2-m.NaJO, mit Hydrogensulfit, versetzten mit Silbersulfat und 50 y Glucose 
und dampften zur Trockene. 

Ammoniakbestimmung: Die Bestimmung erfolgte direkt in der Abbau- 
lésung mit Nesslers Reagens**. Das verwendete Reagens nach Nessler u. Winkler 
(10 g rotes Hg!!-Jodid, 8 g KJ, 100 ccm 20-proz. NaOH) haben wir nach Stehen- 
lassen itiber Nacht durch ein Glasfilter filtriert und auf das 10fache verdiinnt, um 
seine Eigenextinktion bei 405 my unter den gewahlten Reaktionsbedingungen 


_ méglichst niedrig zu halten. 


1 ccm Abbaulésung wurde in einem auf 10 ccm geeichten Reagenzglas mit 


_ geringem Uberschu8 Hydrogensulfitlésung reduziert und etwa 8 ccm bidest. Wasser 
_ gugegeben. Nach Zusatz von 0,3 ccm 20-proz. NaOH wurde mit bidest. Wasser 
' bis zur Marke aufgefiillt und 0,5 ccm Reagenz zugesetzt. Eine Blindlésung be- 
_ stand aus 0,1 ccm 0,2-m.NaJO,-Lésung, die mit Hydrogensulfit reduziert worden 


AEE Ed A ink 


ere 


war, und der nachtraglich 1 ccm einer 0,7-proz. Lésung von Prokollagen in 8-proz. 
Essigsiure zugesetzt wurde. Zur Eichung verwendeten wir Lésungen von der 
gleichen Zusammensetzung wie die Blindlésung, nur wurde im AnschluB an die 
Prokollagenlésung eine Ammoniumsulfatlésung entsprechend 5, 10, 15 und 20 y 
NH, zugesetzt. Blindlésung und Eichlésung wurden ebenso wie die Probe be- 


j handelt und simtliche Lésungen nach 20—30 Min. gegen die Blindlésung bei 405 
_ und 500 mu kolorimetriert. Die Differenz der Extinktion bei beiden Wellenlingen 


war in den Eichlésungen proportional der zugesetzten Ammoniakmenge. Die 


| Streuung der Werte war allerdings wegen der hohen Eigenextinktion der Blind- 


lésung, deren Prokollagengehalt ebenfalls eine Farbung verursachte, etwas gréBer 
als iiblich. 

Formaldehydbestimmung: Wir arbeiteten nach der Chromotropsiure- 
methode*4 in der von Mitchell und Percival?® angegebenen Weise. 

2 ccm Prokollagen-Abbaulésung wurden mit Hydrogensulfit reduziert, mit 
Wasser auf 5 ccm aufgefiillt und 0,25 com waBrige Chromotropsiurelésung (200 mg 
Na-Salz/5 com) zusammen mit 10 ccm konz. Schwefelsiure unter Kiihlung und 
Riihren zugegeben. Nach 10 Min. Erhitzen auf 85° im Wasserbad und Abkiihlen 
wurde mit Wasser unter Kiihlung auf 30 ccm aufgefiillt und die Extinktion bei 
570 mu gegen eine Blindlésung gemessen. Letztere enthielt 0,2 com NaJO,-Lésung, 
die mit Hydrogensulfit reduziert worden war, und wurde gleich wie die Abbau- 
lésung behandelt. Bei jeder Messung liefen auBerdem Eichlésungen mit bekanntem 
Formaldehydgehalt (20—50 y) parallel. 

Die Eichlésungen mit bekanntem Formaldehydgehalt haben wir durch Abbau 
von 35 mg Glucose in 2 ccm NaHCO,-Lésung mit 10 ccm 0,2-m.NaJO, hergestellt. 
Nach Istdg. Abbau bei 20° wurden 3 ccm Schwefelsiure und 20 ccm Kisessig zu- 
gefiigt und auf 250ccem aufgefiillt. 1 cem dieser Lésung entsprach 20 y Formaldehyd. 

Schiffsche Reaktion: 1 ccm Abbaulésung wurde in einem graduierten ver- 
schlieBbaren Standzylinder sofort nach der Entnahme mit einem vorher ermittelten 
geringen UnterschuB8 an 0,1-m.Na,S,0, durch rasche Zugabe und Umschiitteln 
weitgehend reduziert und die erhaltene gelbe Lésung mit etwa 0,002-m.Na,S,0, 
auf BlaBgelb weitertitriert. Dann wurde mit Wasser auf 2 ccm aufgefiillt und so- 
fort 2 ccm Schiffsches Reagens zugegeben. Extinktionsmessung nach 50 Min. bei 
560 mu gegen eine Blindlésung (1 ccm Abbaulésung mit Na,S,O, reduziert, auf 
4 ccm aufgefiillt). 

Schiffsches Reagens: 3 g Fuchsin, gelést in 100 ccm n-H,SO, und 750 ccm 
Wasser, wurden mit 3 g Na,S,O, entfarbt, 30 g Na,SO,-10H,O zugesetzt und auf 
11 aufgefillt. Nach Entfarben mit Carboraffin wurde durch Auswaschen mit 
Wasser ein jodometrisch bestimmter SO,-UberschuB8 von 0,02-m. eingestellt. 


23 Nach R. A. Cleghorn u. L. Jendrassik, Biochem. Z. 274, 189 [1934]. 
*4 KE. S. Eegriwe, Z. analyt. Chem. 110, 22 [1937]. 
25 W. E. A. Mitchell u. E. Percival, J. chem. Soc. [London] 1954, 1423. 
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Schiffsche Reaktion von Starke: 3,24 mg iiber P,O, getrocknete lés- — 


liche Starke (0,02 mMol Glucoseanhydrid-Einheiten) wurden durch Erhitzen auf 


‘ 









Bd. 


: 


dem Wasserbad in Lésung gebracht. Nach dem Abkiihlen wurden 8 ccm Eisessig © 


und 1 ccm 0,02-m.NaJO, zugefiigt und auf 100 ccm aufgefiillt. Abbautemperatur 
20°. Schiffsche Reaktion wie bei Prokollagen angegeben. 

Abbau mit Phenyljodosoacetat: 50 mg Prokollagen wurden mit Pheny]- 
jodosoacetat in 5 cem Wasser bzw. 0,5-proz. Essigsiiure zwei Tage bei 40° inku- 
biert. Nach Reduktion von iiberschiissigem Oxydationsmittel wurde Jodbenzol 
abzentrifugiert, auf 25 ccm aufgefiillt und 10 ccm 5 Tage dialysiert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Unterstiitzung 
dieser Arbeit zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Bei der Oxydation von Prokollagen mit Perjodsaure wird der geringe, 
dem Prokollagen selbst angehérende Hexosenanteil rasch aber nicht ganz 
vollstiindig zerst6rt. Wesentlich langsamer verliuft die Oxydation der 
«-Aminolgruppierung des Hydroxylysins. Die freiwerdenden Mengen an 


Formaldehyd und Ammoniak entsprechen genau dem abgebauten — 


Hydroxylysin. Bei der Oxydation treten im Gegensatz zum Abbau mit 
Phenyljodosoacetat keine niedrigmolekularen dialysierbaren Bruchstiicke 
und keine zusatzlichen freien Aminogruppen auf. Die Abbaulésung gibt 
mit Schiffschem Reagens eine starke Farbung, entsprechend der Bildung 
von Aldehydgruppen. Die Befunde sind im Hinblick auf die Léslichkeit 
von Kollagen in Perjodsaurelésungen oberhalb von 40° von Bedeutung, 


denn sie zeigen, daB die Peptidkette des reinen Kollagenmaterials dabei 


keine Verinderungen erleidet. 


Summary 


Oxidising procollagen with periodic acid most of the small hexose 
content of procollagen is destroyed rapidly. The oxidation of the «-aminol 
groups of hydroxylysine proceeds considerably slower. The liberated 
amounts of formaldehyde and ammonia correspond exactly to the extent 
of hydroxylysine degraded. In contrast to the degradation with 
phenyl-iodoacetate dialysable fragments of low molecular weight and 
additional free amines do not occur upon oxidation. When the reaction 
mixture after degradation is treated with Schiffs reagent, strong colora- 
tion occurs proportional to the formation of aldehydes. The results are 
significant with respect to the solubility of collagen in periodic acid 
above 40°, because they show that peptide chains of pure collagen 
undergo no changes with such a treatment. 
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Messungen des Zeta-Potentials an Tragermaterialien 
fiir Zonenelektrophorese* 
Von 
M. Schleyer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinchen 
Eingegangen am 16. Dezember 1957 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. W. GraBmann, 
zum 60. Geburtstag gewidmet 


Bei den Bemiihungen um die Entwicklung leistungsfahigerer Appa- 
raturen! fiir die Zonenelektrophorese fallt vor allem neben Adsorptions- 
erscheinungen die elektroosmotische Strémung, die beim Anlegen einer 
Spannung an die Elektroden einer gefiillten Kammer oder Siule auf- 
tritt, als Stérung ins Gewicht. Die im Zusammenhang damit begon- 
nenen Untersuchungen (Hannig?) tiber die elektrokinetischen Erschei- 
nungen an Festkérpern wurden in letzter Zeit von mir wieder auf- 
gegriffen und mittels einer verbesserten Methode erweitert durch- 
gefiihrt, um Substanzen zu finden, die in allen py-Bereichen der ver- 
wendeten Pufferlosungen einen méglichst kleinen elektrokinetischen 
Effekt aufweisen und damit als Tragermaterial bei der Zonenelektro- 
phorese besonders geeignet sind. 


Theorie der elektrokinetischen Phinomene 


Die Erscheinung der Elektroosmose ist bereits seit Beginn des 
letzten Jahrhunderts bekannt. 1877 begann Helmholtz, sich mit der 
theoretischen Seite der elektrokinetischen Phinomene zu beschaftigen 
und stellte mathematische Beziehungen auf*, die bis heute ihre Giiltig- 
keit nicht verloren haben, nachdem sie durch Perrin, Lamb und 
Smoluchowski‘ um die Jahrhundertwende erginzt worden sind. In 
den letzten Jahren hat sich Oel® mit der Theorie der elektrokinetischen 
Erscheinungen beschaftigt. 


* M. Schleyer, Diplomarbeit, Universitat Miinchen 1957. 

1 W. GraBmann, Vortrag auf d. Tagung d. Physiologen u. p'ysiol. Che- 
miker vom 31. Aug. 1949; ref. Angew. Chem. 62, 170 [1950]; W. Gralsmann, Ber. 
ges. Physiol. exp. Pharmakol. 189, 220 [1950]. 

2 K. Hannig, Dissertat., Darmstadt 1953. 

3H. Helmholtz, Ann. d. Physik [N. F.] 7, 337 [1879]; H. Helmholtz, 
Gesamte Abhandlungen 1, 885 [1882]. 

4 Perrin, J. Chim. physique 2, 601 [1904]; 8, 50 [1905]; M. Smoluchowski, 
Bull. Acad. Sci. Cracovie 1908, 182. 

5 H. J. Oel, Z. physik. Chem. [N. F.] 5, 32 [1955]. 
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Bei elektrokinetischen Bestimmungen wird der elektroosmotische 
Volumentransport wahrend einer gewissen Zeit experimentell gemessen. 


Nach Helmholtz ergibt sich der Volumentransport V (cm sec-1) einer 





Flissigkeit, die sich in einem Kapillarrohr befinden mége, aus der | 
Gleichung 2 


% 
4 


pee ay) 


# 


Hierin bedeutet D die Dielektrizitaétskonstante und 7 die Viskositat | d 


der Lésung; da ich mit stark verdiinnten, wiBrigen Lésungen arbeitete, © 
setzte ich fiir diese beiden GréBen die entsprechenden Werte des Wassers | 
ein. J ist die Stromstarke innerhalb der Kapillare und wird durch ein ‘ 
Amperemeter im Stromkreis gemessen. 

Mit x wird die spezifische Leitfahigkeit der Flissigkeit innerhalb 
der Kapillare bezeichnet. Sie kann verschieden sein von der Leitfahigkeit 


auBerhalb der Kapillare, weil die festen Wandungen die Zusammen- © 


setzung der Fliissigkeit — z. B. durch den Ionenaustausch — verandern — 
k6nnen, und sie ist immer verschieden von der Oberflachenleitfahigkeit 
%o. Wegen des von den Ladungen auf dem festen Kérper herriihrenden 
elektrostatischen Feldes enthalt nimlich die Fliissigkeit nahe der festen 
Wand mehr Kationen (oder Anionen) und weniger Ionen entgegen- 
gesetzten Vorzeichens als das Innere der Fliissigkeit, d. h. sie hat eine 


andere Zusammensetzung als die weiter von der Wand entfernte Fliissig- © 


keit, und ihre Leitfahigkeit ist dementsprechend auch eine andere. Da 


die Flissigkeit sich elektroosmotisch bewegt, verschieben sich die Ionen © 


in der geladenen Fliissigkeitsschicht relativ zum festen K6rper mit 
einer Geschwindigkeit, die sich aus der Summe oder Differenz der — 
elektroosmotischen und der gewéhnlichen Ionenbeweglichkeit zusam- 
mensetzt. Diese zwei Eigenheiten geben Veranlassung zur Oberflichen- 
leitfahigkeit. — Unter x wird also in diesen Ausfiihrungen nicht die 
spezifische Leitfihigkeit der ,,leeren‘“’ Lésung verstanden, sondern die 
Summe aus dieser und der Oberflaichenleitfaihigkeit®. Man muB also in 
Gleichung 1 diejenige Leitfihigkeit einsetzen, die man statt in einem 
besonderen LeitfahigkeitsgefiB direkt in der elektroosmotischen Zelle 
miBt?. 

¢ bedeutet in Gl. 1 das elektroosmotische Potential, d. h. das Poten- 
tial derjenigen Fliissigkeitsschicht, die sich relativ zur festen Wand nicht 
bewegt. Kommt beispielsweise Wasser mit einem Glasrohr in Berihrung, 
so nimmt das Rohr in bezug auf das Wasser eine negative Ladung an, 
d. h. das Glas adsorbiert Hydroxylionen aus dem Wasser und ladt sich 
somit negativ auf. Diese unmittelbar an der festen Oberfliche an- 
liegenden Ladungen werden durch einige Ladungen der in einem statio- 
naren Zustand gehaltenen Fliissigkeit kompensiert, waihrend die iibrigen 
Ladungen auf den Elektrolyten in der Nihe dieser Schicht in Form 


6 J. J. Bikerman, Kolloid-Z. 72, 100 [1935]. 
? F. Fairbrother u. H. Mastin, J. chem. Soc. [London] 125, 2319 [1904]. 
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einer diffusen und beweglichen Atmosphire (diffuse Doppelschicht) ver- 
teilt sind® — analog jener Ionenatmosphiare, wie sie von Debye und 
Hickel fiir Elektrolyte postuliert worden ist. Auf Grund dieser in 
Abb. 1 schematisch dargestellten Vorstellung besteht der Potentialabfall 
zwischen Oberfliche und Flissigkeit nicht nur zwischen der fixierten 
Doppelschicht, sondern zerfallt vielmehr in zwei Teile, namlich in den 
Potentialabfall 

a) zwischen der Oberfliche und der stationiren kompensierenden 
Schicht ; 

b) zwischen der stationiren kompensierenden Schicht und dem 
Hauptteil der Losung. 


SO ee ae 
E His aussi ate 

Pe. 
-"ll+-4 
ee 
oS -*i ,+-4+35 
= Si oe 
Abb. 1. Diffuse Doppelschicht. 2 == gee eh 
Y = Eh -+- 
Y- fig wee 
Za-,'  —+- 


t 4 
fixiert beweglich 


Allein dieser zweite Potentialabfall ist verantwortlich fiir verschie- 
dene nichtstatische elektrische Eigenschaften von fest-flissigen Grenz- 
flachen sowie fiir die elektrischen Effekte, die bei Kolloiden beobachtet 
werden. 

Man bezeichnet diesen Potentialabfall zwischen der stationiren und 
kompensierenden Schicht und dem Hauptteil der Lésung als elektro- 
kinetisches Potential oder als Zeta-Potential (£). Mit den Ursachen fiir 
das Entstehen einer solchen ,,elektrischen Doppelschicht“ hat sich 
Michaelis® eingehender beschaftigt. 

Eine direkte Folge der Existenz eines Zeta-Potentials zwischen 
festen Teilchen und Lésung ist z. B. die Erscheinung der Elektroosmose. 
Befinden sich feste Teilchen in einem fliissigen Medium und wird durch 
Anlegen eines aéuBeren elektrischen Feldes eine Wanderung der festen 
oder fliissigen Teilchen hervorgerufen, so kann man nach experimen- 
teller Messung des elektroosmotischen Volumentransportes V das Zeta- 
Potential errechnen (Gl.1). Dieses wird heute in den meisten Fallen als 
MaB fiir elektroosmotische und elektrophoretische Erscheinungen ver- 
wendet. Man lést Gl. 1 nach ¢ auf und setzt fiir J die angelegte Strom- 
stirke (Ampere) und fiir V den abgelesenen elektroosmotischen Volumen- 
transport (cm*sec-!) ein. Verwendet man als feste Substanz stark 
quellendes Material, z. B. Cellulose oder Gelatine, so muB man Gl. 1 


8 Gouy, J. Physique [4] 9, 457 [1910]; Billitzer, Z. physik. Chem. 45, 307 
[1903]. 
® L. Michaelis, Colloid Chemistry, edited by J. Alexander 1926, S. 471. 
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ein 


noch mit dem Quotienten S,/S, multiplizieren; S, ist der Querschnitt  « 
der Kapillare bzw. bei Verwendung einer Membrane der Poren, der | Tal 
fiir den hydrodynamischen FluB der Lésung zur Verfiigung steht. S, ist val 
der fiir die Stromtrager verfiigbare Querschnitt. Eine gequollene Sub- | mit 
stanz behindert nun den hydrodynamischen FluB mehr als die Diffusion | tra 
der Ionen, so da8 der elektrokinetische Effekt durch die Quellung ge- © ye 
schwicht wird, unabhiingig von der Natur der elektrischen Doppel-  ~ 
schicht?®. Der Wert des Quotienten wird also kleiner als 1; fiir nicht © 
quellende Stoffe, wie es die hier gepriiften Substanzen sind, kann man — 

S, = S, setzen. 

Das Zeta-Potential kann nach verschiedenen Methoden bestimmt 
werden; die wichtigsten sind die elektroosmotische™ und die elektro- 
phoretische Methode’*; ferner kann man das elektrokinetische Potential 
auch durch Messung des Strémungspotentials'* oder des Sedimentations- 
potentials'* ermitteln. Die Theorie iiber das Zeta-Potential ist heute 
jedoch mit einer derartigen Korrektheit festgelegt, daB es geniigt, wenn 
man sich nur einer dieser Methoden zur Messung von elektrokinetischen 
Potentialen bedient?® 15, 


Jibs et ABOOMBE? 


Beschreibung der Apparatur A¢ 


F Die Messungen des Zeta-Potentials wurden nach der elektroosmotischen  eina 
* Methode durchgefiihrt, und zwar mit einer Apparatur, die nach dem Vorbild 
eines von Briggs!! beschriebenen Gerites entwickelt worden war (Abb. 2). Bei 
dieser Anordnung kann die elektroosmotische Wanderungsgeschwindigkeit der 
Lésung bei der Druckdifferenz Null gemessen werden. Die Apparatur besteht aus | roh 
vier Teilen: Dem Fiillraum B, in den die feste Substanz eingebracht wird, den | Elel 
beiden Elektrodenteilen C bis F und dem mit diesen durch die Kugelschliffe | mes 
F verbundenen Rohr G. An den Stellen C sind die Glasrohre durch jeweils zu- 
sammenschraubbare Metallringe und festansitzende Gummidichtungen mitein- Ah 
ander verbunden; beim Zusammensetzen der Rohre werden hier die Membranen 
eingespannt (Perlonmembranen vom Maschendurchmesser 77 ). Ferner wurden 
an den der Fiillung abgewandten Seiten der Membranen zwei diinne Platindrahte den 


10 J, J. Bikerman, J. physic. Chem. 46, 724 [1942]. | Abl 
11D. R. Briggs, H. S. Bennet u. H. L. Pierson, J. physic. Chem. 22, 256 | unt 
[1918]; J. D. Porter, J. chem. Educat. 19, 533 [1922]. ’ der 


12 J. H. Northrop u. G. E. Cullen, J. gen. Physiol. 4, 639 [1922]; R. H. 
Humphry, Kolloid-Z. 88, 306 [1926]; R. H. Humphry u. Jane, Trans. Faraday © 
Soc. 22, 420 [1926]; J. J. Bikerman, Kolloid-Z. 42, 293 [1927]; J. H. Northrop, © 
J. gen. Physiol. 4, 629 [1922]; J. H. Northrop u. M. Kunitz, ebenda 7, 729 | __ 
[1925]; T. Svedberg u. H. Anderson, Kolloid-Z. 24, 156 [1919]. j 
18H. R. van der Kruyt, Kolloid-Z. 22, 81 [1918]; H. Freundlich u. | Pr 
Rona, S.-B. preuB. Akad. Wiss., physik.-math. KI. 20, 397 [1920]; F. E. Horan, | *% 
F. G. Hirsch, L. A. Wood u. J. S. Wright, J. clin. Invest. 29, 202 [1950]; © 
E. Sheppard u. J. 8S. Wright, Arch. Biochemistry 52, 414 [1954]; 52, 426 [1954]; | 
L. A. Wood, F. E. Horan, E. Sheppard u. J. 8S. Wright, Blood Clothing and 
Allied Problems, S. 89; G. Jones u. L. A. Wood, J. chem. Physics 18, 106 [1945]. © 
14 J. Stock, Anz. Akad. Wiss. Krakau, Math.-Naturwiss. Kl, A 1918, 131; 
1914. 95. i 
15 R. Labes, Z. physik. Chem. 116, 1 [1925]; W. G. Eversole u. P. H. Lahr, | 
J. chem. Physics 9, 530 [1941]; M. Smoluchowski, Graetz’s Handb. der Elektr. 
u. des Magnetismus, S. 393, Bd. 2, Leipzig 1914; Saxén, Ann. d. Physik [N. F.] | 
47, 46 [1892]. 
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eingefihrt, um jederzeit den Spannungsabfall U, und auBerdem den Widerstand R, 
in dem zwischen den beiden Membranen liegenden Raum messen zu kénnen. 
Labyrinthelektroden (D) wurden verwendet, um nach Méglichkeit das Eindringen 
von Elektrolyseprodukten in den Zellraum zu verhindern. Durch Manipulation 
mit den T-Hahnen £ wird eine Luftblase H, die den elektroosmotischen Volumen- 
transport anzeigt, in die in der gesamten Apparatur befindlichen Flissigkeit ge- 
bracht; ihre Verschiebung wird auf einem Mafstab M abgelesen. Die Ebene 
X FMFX steht senkrecht auf der Papierebene. 
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Abb. 2. Apparatur zur Messung elektroosmotischer Wanderungsgeschwindigkeiten. 

A Offnung; B Zelle fir Fillsubstanz; C Kupplungsstiicke aus Leichtmetall, mit- 

einander verschraubbar; D Labyrinthelektroden (Platinelektroden); H T- Hihne: 
F Kugelschliffe; G Verbindungsrohr; H Luftblase; M MaBstab. 


Die Ma&e der Apparatur sind folgende: Zelle B 5,7 x 1,87 cm; Elektroden- 
rohrdurchmesser 1,87 cm; Abstand von C bis zu den Elektroden 7,1 cm, somit 


_ Elektrodenabstand 19,9 cm. Das allgemein verwendete Verbindungsrohr G, Durch- 


messer 0,49 cm, kann auch durch Rohre mit kleinerem Durchmesser ersetzt werden. 


Abhangigkeit des Zeta-Potentials von &uBeren Faktoren 


Bevor die Messungen der elektrokinetischen Potentiale an verschie- 


_ denen Substanzen durchgefiihrt wurden, erschien es nétig, zunachst die 


| Abhangigkeit des Zeta-Potentials von einigen auBeren Faktoren zu 


, 256 


untersuchen. In Gl.1 sind keinerlei Angaben iiber den Durchmesser 


' der verwendeten Kapillarsysteme enthalten. Diese GréBe fallt im Ver- 


Abhiangigkeit des Zeta-Potentials von der Korngré8e der Fiillsubstanz. 
Fillung: Glaskugeln; Boratpuffer. 








Glaskugeln Verschiebung ge 
Psst coe Puffer |. Luftblase | "10 
_ Fezeichnung|@inmmJ| Molaritit (-m) (cm$ sec~?) € (mV) 

31/8 0,385 0,05 1,70 20,05 21,85 

9 0,346 0,05 1,70 20,05 21,85 

11 0,231 0,05 1,65 18,9 21,2 

8 0,385 0,01 1,55 18,3 19,95 

9 0,346 0,01 1,55 18,3 19,95 

11 0,231 0,01 1,60 18,9 20,58 

8 0,385 0,001 1,30 15,35 16,73 

9 0,346 0,001 1,30 15,35 16,73 

11 0,231 0,001 1,30 15,35 16,73 
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lauf der Ableitung der Gl.1 heraus. Wie aus der Tabelle hervorgeht, 
konnten durch Messungen iiber die Abhingigkeit des Zeta-Potentials 
von der KorngréBe der als Fiillsubstanz zur Bildung eines Kapillar- 
systems verwendeten Teilchen die Ergebnisse von Briggs1® sowie von 
Kruyt und von Freundlich* bestatigt werden, namlich, daB das 
Zeta-Potential vom Durchmesser der verwendeten Kapillaren bzw. 
Kapillarsysteme unabhingig ist, wenn die verwendeten Kapillaren aus 
gleichem Material bestehen. Es wurden Glaskugeln verschiedener, aber 
jeweils gleicher GroBe verwendet (vgl. Tabelle)*. 


Man ersieht aus der letzten Spalte der Tabelle ferner, daB die zu- 
sammengehérenden Werte um so besser iibereinstimmen, je verdiinnter 
die verwendete Pufferlésung ist. Das hingt damit zusammen, daB die 
Oberflaichenrauheit der festen Teilchen eine um so gréBere Rolle spielt, 
je konzentrierter die Lésung ist!’. Ferner laBt die Tabelle erkennen, 
daB der Wert des Zeta-Potentials mit zunehmender Konzentration der 
Pufferlésung ansteigt. 


Die Unabhingigkeit des Zeta-Potentials von der PorengréBe der 
Kapillarsysteme ist jedoch bei sehr groBen Kapillardurchmessern nicht 
mehr gewahrleistet, da sich hier keine Druckdifferenz mehr ausbilden 
kann. Andererseits gelten bei besonders feinporigen Diaphragmen 
eigene Gleichungen?®; bei solchen Systemen tritt vor allem eine Kon- 
traktion der Doppelschicht auf. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Abhangigkeit des Zeta- 
Potentials von der angelegten auBeren Spannung untersucht. Auf 
Grund der Gl.1 miBte der Wert fiir das Zeta-Potential vollkommen 
unabhaingig von der angelegten Spannung bzw. der sich daraus er- 
gebenden Stromstirke sein, d.h. in der nach ¢ aufgelésten Gl.1 miiBte 
mit wechselnder Spannung die daraus resultierende Stromstarke J direkt 
proportional der elektroosmotischen Wanderungsgeschwindigkeit V sein. 
Aus den Versuchen ergab sich jedoch, da mit zunehmender Spannung 
die Werte fiir das Zeta-Potential infolge des in der Zelle auftretenden 
verhaltnismaBig starken Temperatureffekts ansteigen. Daher muBte 
wenigstens eine moglichst gleichmaBige Abhaingigkeit des gemessenen 
Zeta-Potentials von der angelegten Spannung gefunden werden. Diesem 
Ziele kam ich einerseits durch Verwendung eines Wasserbades, in das 
die gesamte Apparatur gesetzt wurde, niéher, andererseits vor allem 
aber dadurch, da ich der Fillsubstanz vor dem Versuch geniigend Zeit 


* Die Glaskugeln wurden uns als Muster freundlicherweise von der Firma 
Bender & Hobein, Miinchen, zur Verfiigung gestellt. 

16 D. R. Briggs, J. physic. Chem. 32, 641 [1928]; R. H. van der Kruyt, 
Kolloid-Z. 22, 81 [1918]; H. Freundlich u. Rona, S.-B. preuB. Akad. Wiss. 
physik.-math. KI. 20, 397 [1920]. 

17 §. Goldstein, Modern Developments in Fluid Dynamics, S. 371, 676; 
Oxford University Press, London 1938. 

18 G, A. Ostroumov, Jap. Kolloid J. 18, 371 [1957]; G. Schmid, Angew. 
Chem. 62, 386 [1950]. 
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gab, sich mit der zur Messung verwendeten Pufferlésung ins Gleich- 
gewicht zu setzen. Abb. 3 zeigt die Abhingigkeit des Zeta-Potentials 
von der angelegten Zellspannung U,, die aus der an die Labyrinth- 
elektroden D (Abb. 2) angelegten auBeren Spannung U;, resultiert und 
an den Elektroden C gemessen wird. Als Fiillsubstanz dienten Glas- 
kugeln 31/11, als Lésung m/50-Phosphatpuffer. Die gesamte Apparatur 
stand in einem konstant auf 18° gehaltenen Wasserbad. Die Verschiebung 
der Luftblase H wurde wahrend der 5. bis zur 10. Minute nach Anlegen 
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Abb. 3. Abhingigkeit des Zeta-Poten- | 200 = a 
tials von der angelegten Zellspannung 1160 
U,. Fiillung: Glaskugeln 31/11; m/50- [ if 
Phosphatpuffer. 120 7 
| l 
” 3 6 g i -B 
[mV]E —— 
\ 100 
| 
tr a A mit Fullung 0, : 
60 y, L—| 60 re hne Bai 
_ ohne Fulluag 
a “ mit Batt 
M+1?sesevtew 8 6 9 2 5 ® 
1. -— 
Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. Abhangigkeit der Temperatur im Zellraum von der Versuchsdauer. 
Apparatur im Wasserbad von 18°. Lésung: m/50-Phosphatpuffer. 


Abb. 5. Abhangigkeit der Temperatur im Zellraum von cer Versuc':sdauer. 
Fillung: Glaskugeln 31/11; m/100-Phorphatpuffer. 


der Spannung gemessen. Dieses Zeitintervall hat sich auf Grund der 
Versuche tiber die Temperaturverhialtnisse in der Zelle in Abhangigkeit 
von der Dauer der angelegten Spannung als giinstigstes erwiesen, wie 
aus den Abb. 4 und 5 hervorgeht. Diese Versuche wurden mit und ohne 
Fiillsubstanz sowohl mit als auch ohne Wasserbad durchgefihrt. Fiir 
eine Temperaturkonstanz in einem gewissen Bereich erwies sich dabei 
ferner eine m/50-Phosphatpufferlosung giinstiger als eine m/100-Puffer- 
lésung. Als Spannung an den aéuBeren Kreis wurden 600 bis 700 Volt 
angelegt; daraus ergab sich eine Zellspannung U, von 240 Volt. 

Wenn auch das Wasserbad wahrend der relativ kurzen Versuchs- 
dauer keine intensive Kiihlung des Raumes zwischen den beiden Elek- 
troden herbeizufiihren vermochte, so scheint es jedoch zumindest 
dimpfend auf den Temperaturanstieg in der Apparatur gewirkt zu 
haben. 
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Aber auch auf anderem Wege konnte nachgewiesen werden, da _ 
das oben erwahnte Zeitintervall fiir die Messungen der elektroosmo- © 


tischen Wanderungsgeschwindigkeiten besonders giinstig ist. Las man 
sofort nach Anlegen der Spannung jede Minute die Verschiebung der 


Luftblase H ab, so stellte man fest, dab die Wanderungsgeschwindigkeit — 


bis zur 5. Minute zunahm, dann 5 Min. konstant blieb und spater sehr 
unregelmaBg wurde. 

Ferner wurde gepriift, ob sich der pg-Wert der in der Apparatur 
befindlichen Loésung wahrend der Dauer des Versuches andert. Wie 
nicht anders zu erwarten, verschiebt er sich im Kathodenraum zum 
Alkalischen, im Anodenraum zum Sauren hin; der pq-Wert der Losung 
im Zellraum B bleibt aber unverindert. 


Versuchsdurchfihrung 


Die zu messenden Substanzen wurden vor dem Einfiillen in die Apparatur 
mit demjenigen Puffer behandelt, der als Lésung zur entsprechenden Messung 
verwendet wurde. Durch die in einem Glasrohr (172 x 17,4 mm) befindliche Sub- 
stanz lieB man etwa 2000 ml der betreffenden Pufferlésung flieBen. Die Rohre 
waren unten mit einem Hahn versehen, um die DurchfluBgeschwindigkeit der 
Lésung zu regulieren (2/ in etwa 24 Stdn.). Die letzten 300 ml Lésung wurden 
aufgefangen, ihr pH gemessen und dann nochmals durch die Fiillung geschickt. 
Stimmte der nun gemessene py-Wert mit dem zuerst gemessenen iiberein, was 
meist der Fall war, so wurde diese Lésung und die mit ihr behandelte Substanz 
zur Messung der elektroosmotischen Wanderungsgeschwindigkeit verwendet. 
Anderenfalls lieS man die 300 m/ nochmals durch das gefillte Rohr laufen. — 
Das zur Messung gelangende Elektrophoresepapier wurde zunachst im Starmix 
mit etwas Wasser zu einem Papierbrei zerkleinert, der dann wie die anderen 
Substanzen mit der entsprechenden Pufferlésung behandelt wurde. 

Als Pufferlésung wurde vor allem der von Michaelis angegebene und nach 
Wiedemann variierte 0,143-m. Veronalpuffer!® verwendet. Ferner wurden die 
meisten Substanzen auch mit m/50-Phosphatpuffer im py-Bereich von 6,5 bis 8,2 
gemessen. 

Die Apparatur wurde folgendermaBen beschickt: Nachdem man ein Elek- 
trodenrohr mit der Zelle nach Einspannen der Membrane und der Hilfselektrode 
an der Stelle C (Abb. 2) zusammengeschraubt und A mittels eines Gummistopfens 
locker verschlossen hat, schlimmt man die Fiillsubstanz mit dem fiir die Messung 
vorgesehenen Puffer vom anderen Ende der Zelle her in das Rohr ein und achtet 
darauf, daB sich keine Luftblaschen in der Fiillung bilden. Dann verschlieBt man 
auch an dieser Stelle nach Einspannen einer Membrane und einer Hilfselektrode 
die Apparatur, driickt den Gummistopfen fest in die Offnung A, um noch eventuell 
vorhandene Luft aus der Fillung zu verdraingen und setzt schlieBlich das Ver- 
bindungsrohr G an. Es empfiehlt sich, das Verbindungsrohr G vor jeder Messung 
griindlichst zu reinigen, da die Verschiebungen der Luftblase durch die geringsten 
Verunreinigungen der Glaswand stark beeintrichtigt werden. Auch ist es nicht 
ratsam, die Kugelschliffe F zu fetten, da beim Zusammensetzen der Apparatur 
allzuleicht geringe Fettmengen in das Verbindungsrohr gelangen. 

Nach Beschickung der Apparatur mit Pufferlésung und Entfernen aller 
Luftblischen aus der Fliissigkeit bringt man durch die Hihne Z eine Luftblase H 


19 E.Wiedemann, ,,Elektrophorese“‘, in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Hdb. d. 


Physiolog. u. Patholog.-Chem. Analyse, 10. Aufi., Bd. I, 8.54, u. zw. 8.85; Springer- — 


Verlag, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1953. 
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von 15 bis 30 mm Lange in das Rohr G und setzt die Apparatur in ein Wasserbad 
von 18°. Befindet sich die Luftblase in Ruhelage, so kann mit der Messung be- 
gonnen werden. Zuniachst wird der Widerstand R,, den man zusammen mit den 
GefaBkonstanten zur Berechnung der spezif. Leitfahigkeit benétigt, an den Hilfs- 
elektroden mittels einer Philips-Universal-MeBbriicke ,,Philoscop II‘‘ GM 4144/10 
gemessen; dann verbindet man die Hilfselektroden mit dem Voltmeter V und die 
Labyrinthelektroden mit der Stromquelle. Abb. 6 gibt das Schaltschema wahrend 
des Versuches wieder. Es wurden jeweils 150 Volt Zellspannung (U,) angelegt; 
bei niedrigeren Spannungen waren die Wanderungen zu klein und die MeBergeb- 
nisse zu ungenau. 5 Min. nach Anlegen der Spannung liest man auf dem unter 















































Abb. 6. Schaltschema. K Gleichrichter (U,); J Amperemeter; V Voltmeter (U;); 
D Labyrinthelektroden; C Hilfselektroden. 


dem Rohr G angebrachten Mafstab M (mm-Einteilung) den Stand der Luft- 
blase H ab und notiert nach jeweils einer Minute ihre Verschiebung. Stimmen 
fiinf aufeinanderfolgende Werte iiberein, so kann der Versuch beendet werden. 


Versuchsergebnisse 


Es wurden die Zeta-Potentiale verschiedener fester Substanzen ge- 
priift, die unter dem Gesichtspunkt ihrer Verwendungsfahigkeit als Fill- 
substanz fiir die Zonenelektrophorese ausgewaéhlt wurden. Mit Glas- 
kugeln 31/11 wurden zunichst verschiedene Pufferlosungen unter- 
schiedlicher Molaritét untersucht (Phosphat-, Borat-, Ammonium- 
chlorid-, Formiat-, Acetat- und Veronalpuffer). Die besten Ergebnisse 
wurden bei Verwendung von 0,143-m. Veronalpuffer nach Michaelis’® 
erzielt. Als feste Substanzen wurden verwendet: Glaskugeln 31/11, 
Quarz, Edelkorund 100, Hostalen* (Polyaithylen von der KorngréBe 
200 bis 500 1), Hostalit C 270* (Polyvinylchlorid von der KorngréBe 
200 bis 500), Perlonpulver (mittlerer Korndurchmesser 200) und 


* Hostalen und Hostalit wurden uns als Muster von den Farbwerken 
Hoechst freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. 
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Elektrophoresepapier (Schleicher & Schiill 2040a). Versuche an ahn- 
lichen Fillmaterialien wie Starke, Cellulose, Agar und Glaspulver 
wurden von Kunkel und Slater?® durchgefiihrt. Die Versuchsergeb- 
nisse zeigt Abb. 7. Hier sind die Zeta-Potentiale der festen: Substanzen 
in Abhangigkeit vom pu der Pufferlésung aufgetragen. Die mit + ver- 
sehenen Potentialwerte weisen auf anodische elektroosmotische Wan- 
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Abb. 7. Abhangigkeit des Zeta-Potentials verschiedener Fiillsubstanzen vom py 
einer 0,143-m. Veronalpufferlésung. 


derung hin; alle iibrigen Werte beziehen sich auf kathodische Wande- 
rungen. Die Reproduzierbarkeit der Werte lag im Bereich von 0 bis 5% 
mit Ausnahme der Messungen an Elektrophoresepapier; hier war die 
Reproduzierbarkeit schlechter, was damit zusammenhangen diirfte, daB 
es schwierig ist, fiir jede Messung die Zelle mit méglichst genau den 
gleichen Mengen dieser so stark aufgeschwemmten Substanz zu fillen. 
Trotz dieser Ungenauigkeit ist zu erkennen, daB die Zeta-Potentiale 
des Elektrophoresepapiers in allen gemessenen px-Bereichen im Ver- 
gleich zu den anderen Substanzen am kleinsten sind. Sehr schwierig 
gestalteten sich die Messungen an chromiertem und unchromiertem 
Hautpulver und an Starkepulver. Diese Substanzen wurden in diese 
Zusammenfassung nicht aufgenommen, da sie fiir den vorgesehenen 
Zweck auf Grund erster Versuche nicht in Frage kommen. 


20 H. G. Kunkel u. R. J. Slater, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 80, 42 [1952]; 
J. clin. Invest. $1, 677 [1952]. 
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Allgemein ist aus Abb. 7 zu erkennen, daB bei allen Substanzen 
das Zeta-Potential mit zunehmendem px meist linear ansteigt. Ferner 
ersieht man, daB nach dem Elektrophoresepapier Polyithylen und 
Polyvinylchlorid die kleinsten Zeta-Potentiale in allen px-Bereichen 
aufweisen. Es ist sogar anzunehmen, daB die Werte fiir diese beiden 
Substanzen noch niedriger liegen, da es wegen der vollkommenen Un- 
benetzbarkeit dieser Kunststoffe trotz verschiedener Vorbehandlungs- 
versuche nicht gelang, das Material vollkommen luftblasenfrei in die 
Zelle einzufiillen. Es muB noch erwaihnt werden, dafs beispielsweise bei 
Verwendung von Phosphatpuffer als Losung die entsprechenden Kurven, 
die sich aus der pu-Abhingigkeit des Zeta-Potentials ergeben, nicht in 
allen Fallen geradlinigen Verlauf zeigen, sondern zum Teil Maxima oder 
Minima aufweisen. 

Inzwischen wurde eine neue Apparatur entwickelt, die ebenso 
arbeitet wie die in Abb. 2 gezeigte, jedoch einige Verbesserungen auf- 
weist. Ich hoffe, mit diesem Gerat vor allem die Temperaturverhaltnisse 
in der mit fester Substanz gefiillten Zelle wihrend des Versuches ohne 
Beeintraichtigung desselben laufend iiberpriifen zu kénnen, um diese 
dann bei der Berechnung des Zeta-Potentials zu beriicksichtigen. 


Herrn Professor GraBmann, Herrn Professor Schwab und Herrn Dr. Han- 
nig bin ich fiir itr mir jederze:t entgezengebrachtes forderndes Interesse zu 
aufrichtigem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Glaskugeln, Quarz, Edelkorund, Polyiathylen, Polyvinylchlorid, 
Perlonpulver und Elektrophoresepapier wurden unter dem Gesichts- 
punkt ihrer Verwendbarkeit als Tragersubstanz bei der Zonenelektro- 
phorese auf ihr elektrokinetisches Verhalten gegeniiber Pufferlosungen 
von verschiedenem px untersucht. Fiir diesen Zweck wurde eine be- 
sondere Apparatur entwickelt. Ferner wurden an Glaskugeln Bestim- 
mungen iiber die Abhangigkeit des Zeta-Potentials von der Kapillaren- 
weite, von der Temperatur und der angelegten Spannung durchgefiihrt. 

Eine Substanz mit dem Zeta-Potential Null in allen pu-Bereichen 
wurde nicht aufgefunden. Neben dem Elektrophoresepapier zeigten 
Polyaéthylen und Polyvinylchlorid die geringsten Potentialwerte. 

Die bisher veréffentlichten Werte von Zeta-Potentialen bewegen 
sich zwischen 0,2 Volt und 0 Volt; die hier gemessenen Zeta-Potentiale 
sind immer niedriger als 0,02 Volt. 


Summary 


Glas balls, quartz, corundum, polyethylene, polyvinyl chloride, 
perlon powder, and electrophoresis paper have been tested as carrier 
substances of boundary electrophoresis for their electro-kinetic be- 
haviour against buffer solutions of various px values. A special apparatus 
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was developed for this purpose. Furthermore, on glass balls the zeta- 
potential dependence on the width of capillaries, on temperature, and 
on applied potential was determined. 

No substance with a zero-potential in all px ranges could be found. 
Polyethylene and polyvinyl] chloride showed the lowest potentials, beside 
electrophoresis paper. 

Hitherto published values for zeta-potentials range between 0.2 v 
and 0 v; zeta-potentials measured here are invariably lower than 0.02 v. 
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Mikrobestimmung von Hydroxyprolin 
mit Chloramin-T und p-Dimethylaminobenzaldehyd 


Von 
Hermann Stegemann 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft, Silikose-Labor, Géttingen 
(Direktor: Professor Dr. K. Thomas) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3, Januar 1958) 
Herrn Professor Dr. W. GraBmann zum 60. Geburtstag gewidmet 


Unsere Arbeiten tiber die Auflésung von Geweben mit hohem 
Kollagenanteil bei annahernd neutraler Reaktion durch Formamid! und 
die Erforschung der Bindegewebsbildung beim silikotischen ProzeB er- 
fordern eine schnelle und sichere Hydroxyprolin- Bestimmung. 

Die meisten Hydroxyprolinanalysen beruhen entweder auf der 
Reaktion der Iminoséure mit Ninhydrin oder mit Isatin oder auf der 
Pyrrolreaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd? nach der Umwand- 
lung des Hydroxyprolins in Pyrrol’. 

Obwohl gerade fiir die zuletzt erwaihnte Bestimmung zwei Reak- 


tionsschritte notwendig sind, némlich die mit Decarboxylierung und 


Wasserabspaltung verbundene Dehydrierung zum Pyrrol und die Bildung 
des roten Farbstoffes mit dem Ehrlichschen Aldehyd, ist diese Reaktion 
die einzige recht spezifische und vor allem empfindlichste Bestimmungs- 
methode. Nach der Vorschrift von Lang* oxydiert man Hydroxy- 
prolin in alkalischem Milieu, treibt das gebildete Pyrrol ab und Jat es 
mit dem Aldehyd bei saurem pu reagieren. 

Die Variationen des Verfahrens unterscheiden sich in der Wahl des 
Oxydationsmittels und dem Vermeiden der Destillation*. Wahrend die 
Modifikation von Miiting® nach unseren Erfahrungen fiir Reihenana- 
lysen ungeeignet und auBerdem methodisch wie durch einige Ionen 
sehr stéranfallig ist, hat sich die Modifikation von Neuman und Logan® 
besser bewahrt; die Einschrinkungen von Martin und Axelrod’ kén- 
nen wir bestatigen wie auch die Verbesserungen der Methode durch 
die letztgenannten Autoren. 


1K. Thomas u. H. Stegemann, Beitriige zur Silikose-Forsch., Heft 28 

[1954]. 

2 G. Denigés, Z. analyt. Chem. 49, 317 [1910], Referat. 

3K. Lang, diese Z. 219, 148 [1933]; vgl. auch E. Waldschmidt-Leitz 
u. S. Akabori, diese Z. 224, 187 [1934]. 

4 Zusammenfassende Literatur K. Hinsberg u. K. Lang, Medizinische 
Chemie, 3. Auflage S. 901, Urban & Schwarzenberg, Miinchen, 1957. 

5 D. Miiting, diese Z. 291, 234 [1952]. 

6 R. E. Neuman u. M. A. Logan, J. biol. Chemistry 184, 299 [1950]. 
7 C. J. Martin u. A. E. Axelrod, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 88, 461 [1953]. 

















42 Hermann Stegemann, Bd. 311 (1958) 

Unangenehm bleibt die Stérung durch Tyrosin und in geringerem 
Ma8e durch Tryptophan und die relativ umstindliche Zerstérung des 
Wasserstoffperoxyds. 

Wir haben versucht, im Gegensatz zu allen bekannten Verfahren 
die Oxydation nicht im Alkalischen durchzufiihren, sondern in einem 
schwach sauren Puffer von etwa pu 6, und zwar mit Hilfe von p-Toluol- 
sulfonchloramid-natrium (Chloramin T), das keine besonderen Mittel zu 
seiner Zersetzung braucht und sich durch das ohnehin notwendige An- 
siuern der Losung zerstéren la4Bt. Man verringert durch das schwach 
saure Medium gleichzeitig die bei anderen Hypohalogeniden mégliche 
Stoérung der Oxydation durch Ammoniumionen. Die Anwendung eines 
Puffers ist zweckmaBig, um nicht nur neutrale, sondern auch maBig 
saure oder schwach basische Hydrolysate von Proteinen einsetzen zu 
koénnen. Nach der Bildung des Pyrrols wird mit Perchlorsiure ange- 
siuert und damit sowohl Chloramin-T zerstért als auch die Reaktion 
mit p-Dimethylaminobenzaldehyd vorbereitet. Gegeniiber der Verwen- 
dung von Schwefelsiure bietet Uberchlorsiure den Vorteil, das Ver- 
fahren auch dann anwenden zu kénnen, wenn Mg-, Ca- oder Ba-Ionen 
zugegen sind. Kaliumperchlorat fallt erst bei vergleichsweise hoher 
Kaliumionenkonzentration aus und stért selbst dann nicht die kolori- 
metrische Auswertung, weil es sich gut absetzt und keinen Farbstoff 
bindet. 


Die Farbausbeute ist zwischen 2 und 20 y Hydroxyprolin/2 ml eine 
lineare Funktion der vorgegebenen Iminosiuremenge und ist auch noch 
bis 40 y Hydroxyprolin zuverlassig auszuwerten. Will man die Emp- 
findlichkeit der Analyse erhdhen, verringert man die Perchlorsaure- 
menge auf 1 m/ und bestimmt dann 0,5 bis 12 y Hydroxyprolin/2 mil. 

Wir haben die in der Literatur angegebenen oder von uns beob- 
achteten Storungen verschiedener Hydroxyprolinanalysen fir das 
Chloramin-Verfahren tiberpriift und festgestellt, daB fiir die praktisch 


Hydroxyprolin-Bestimmung nach der Chloraminmethode. 
EinfluB von Begleitaminosiuren oder Salzen auf die Ausbildung 
des Farbstoffs. 








Aminosaure bzw. Salz | Molarer Uberschu8 | Wiedergefundenes 
neben der zugesetzten | Hydroxyprolin in %, 
10 y Hydroxyprolin Verbindung (Fehler + 1%) 
SOTORIN' ( Beat «pe 2 100 
20 100 
100 99 
PASHIAGAM eb. 3'4 15 3200 20 100 
100 100 
Tryptophan. .... 20 100 
100 102 
3,0 DA eer es 200 100 
INTIS jest bee ss 20 100 
50 
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vorkommenden Konzentrationen an Begleitaminosiuren auch bei Hydr- 
oxyprolinarmen und tyrosinreichen Geweben keine Gefahr der Stérung 
besteht. Die Tabelle faBt die Ergebnisse zusammen. 

Kin durch Mischen reiner Aminosiuren dargestelltes kiinstliches 
Gelatinebausteingemisch erbrachte den erwarteten Gehalt von 13,5% 
Hydroxyprolin mit einem Fehler von + 0,2°% (3 Bestimmungen), wobei 
zu bemerken ist, daB kaufliches L-Prolin sieben verschiedener deutscher 
und US-amerikanischer Provenienzen stets Hydroxyprolin enthielt. Das 
beste Praparat war mit 0,5° Hydroxyprolin verunreinigt. Dagegen 
waren 4 verschiedene Hydroxyprolinpraparate einheitlich. Die Hydroxy- 
prolinwerte von Gelatinehydrolysaten stimmten mit denen der Literatur 
iiberein. Uber die Werte fiir Lungengewebe nach Bestaubung und in 
Formamidaufschliissen wird an anderer Stelle zu berichten sein. 

Das Analysenverfahren ist so abgestellt, daB kleinere Schwankungen 
von Temperatur oder Zeit noch keine wesentlich anderen Ergebnisse 
bringen, der Analysenfehler liegt bei -+- 2°. Es ist empfehlenswert, zur 
Kontrolle einen Blindwert und drei Hydroxyprolinwerte als Standard 
in Duplikaten oder Triplikaten mitlaufen zu lassen. Auch von den auf 
Hydroxyprolin zu bestimmenden Lésungen setzen wir Triplikate in zwei 
verschiedenen Konzentrationen an. Da lediglich mit vollen Millilitern 
gearbeitet wird, empfiehlt sich die Verwendung automatischer Pipetten. 
Die Arbeit wird weiterhin erleichtert durch Gebrauch kalibrierter 
Reagenzglaser, in denen nicht nur die gesamte Reaktion ausgefiihrt, 
sondern auch gleich die Extinktion gemessen wird. Auf diese Weise 
sind etwa 50 Bestimmungen in 3 Stdn. médglich. 


Ausfiihrung der Bestimmung 
Reagenzien 


1. 0,05-m. Chloramin-T-Lésung: 2,82 g p-Toluolsulfonchloramid-natrium p. a. 
werden in 40 ml kaltem dest. Wasser gelést, 60 ml dest. Methylglykol (A) 
und 100 ml Acetat-Citrat-Puffer (B) dazugegeben und geschiittelt. 

A: Athylenglykol-monomethylather (Methylglykol, Methylcellosolve) kann 
man in techn. Qualitaét verwenden, sofern eine 10-proz. wiBrige Kalium- 
jodidlésung mit einem gleichen Volumen Methylglykol ungetriibt und 
annihernd farblos bleibt. 

B: Acetat-Citrat-Puffer vom py 6: In etwa 500 ml Wasser werden gelést 
50,0 g Citronensiure-1H,0 p. a., 12 ml Eisessig (20°), 120 g Natrium- 
acetat-3H,O p.a. und 34 g Natriumhydroxyd p. a. Die Mischung wird 
auf 1000 ml mit Wasser aufgefiillt, mit einigen Tropfen Toluol versetzt 
und geschiittelt. 

2. 4-m. Perchlorsiure: 160 ml 60-proz. techn. Perchlorsiure (Merck) werden 
mit 210 ml Wasser verdiinnt. 

3. p-Dimethylaminobenzaldehyd-Lésung: 20g p-Dimethylaminobenzal- 
dehyd p. a. werden in 200 ml dest. Methylglykol gelést. 

4, L-Hydroxyprolin-Standardlésung: Lt-Hydroxyprolin (chromatographisch 
auf EKinheitlichkeit gepriift) — Stammldsung: 10,00 mg gut getrocknetes 
L-Hydroxyprolin werden in 100 ml n/1000-HCI gelést. Die Stammlésung wird 

1:10 bzw. 1: 20 mit Wasser verdiinnt, entsprechend 10 bzw. 5 y Hydroxy- 

prolin/ml. 
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Kihl und dunkel aufbewahrt, sind die Lésungen 1 und 3 mehrere Wochen, 2 und 4 _ i 
unbegrenzt bestindig. 


Hermann Stegemann, 
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Photoelektrisches Kolorimeter ELKO III (Zei8) fiir 
Filter S 55 (ZeiB) i 
Kiivettenschlitten fiir 1 bis 5 cm Kiivetten j tio 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Abb. 1. Reagenzglashalter (MaBstab 1: 2). 


Abb. 2. Standardkurve fiir die Hydroxyprolin-Bestimmung. Extinktionen in 4}, 
16-mm-Glaschen gemessen. Mittelwerte aus Triplikaten. a) mit 2 ml, b) mit 1 ml 
Perchlorsiure. 


Reagenzglaser 150 x 16 mm, ohne Rand aus gewoéhnlichem Glas, optisch kalibriert. 
Zur Kalibrierung benutzen wir den Kupfertetraminkomplex unter Zugabe von 
Ammoniumchlorid, we!cher durch geeignetes Verdiinnen mit Wasser auf eine 
Extinktion von 0,400 eingestellt worden ist. Ein mehrmaliges UmgieBen andert 
die Extinktion der Lésung nicht. Die Ausbeute fiir Glaser mit einer Maximal- 
abweichung von + 0,003 Extinktionseinheiten betrigt etwa 60%, wenn man 
diese aus einer Lieferung von 1000 Glasern gleicher Charge auswahlt. Im iibrigen © 
vergleiche die Kalibrierung bei Stein und Moore’. 


Vollpipetten 1 und 2 ml, Wasserbad 60° + 1°. 


Analysengang 

2 ml Lésung mit 2 bis 20 y, evtl. bis zu 40 » Hydroxyprolin, die neutral oder 
entsprechend der Pufferkapazitaét maBig sauer oder schwach basisch sein kann, 
werden in einem (kalibrierten) Reagenzglas mit 1 m/ Chloramin-T-Lésung ver- _ 
setzt, kurz geschiittelt und 20 Min. bei Raumtemperatur stehengelassen. 

‘Dann gibt man 2 ml Perchlorsiure zu, schiittelt, wartet 5 Min. oder linger, | 4 
fiigt 1 ml p-Dimethylaminobenzaldehyd- Lésung zu und schiittelt kurz, bis die 
Mischung keine Schlieren mehr aufweist. SchlieBlich wird in einem Wasserbad _ 
von 60° 15 Min. erwarmt, in kaltem Leitungswasser abgeschreckt, die Glaser | 
auBen getrocknet und die Extinktion sofort im Photometer (Filter S 55) ge- ‘ 
messen. 


8S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 370 [1948]. 
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Den Hydroxyprolingehalt der unbekannten Lésung ermittelt man aus der 
zur gleichen Zeit gewonnenen Eichkurve mit 0, 5, 10 und 20 y (evtl. 30 und 40 y) 
Hydroxyprolin (vgl. Abb. 2). Bei Zugabe von nur 1 ml Perchlorsiure setzt man 
fiir die Eichkurve 2, 4 und 8 y Hydroxyprolin ein. 

Der Umrechnungsfaktor fiir die in 16-mm-Réhrchen gemessenen Extink- 
tionen in die Werte, die man in 1-cm-Kiivetten erhalten wiirde, betrigt unter den 
angegebenen Bedingungen 0,750. 

Das gleichzeitige Schiitteln aller Reagenzgliser bei Gebrauch automatischer 


_ Pipetten wird sehr erleichtert durch Reagenzglasgestelle aus Aluminium mit zwei 


Haltebohrungen von 17 mm Durchmesser in 5 und 10 cm Héhe, vom Boden an 


gerechnet. 


Herrn Professor Dr. Karl Thomas danke ich fiir sein Interesse an dieser 


Arbeit, den Herren Hans Seidel und Otto Weickhardt fiir ihre Hilfe bei der 
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Ausarbeitung der Reaktionsbedingungen, Herrn Heinz Miiller fiir die Anfertigung 
der Reagenzglashalter und der Bergbau-Berufsgenossenschaft, Bochum, 
sowie der Montanunion, Luxemburg, fiir ihre finanzielle Unterstiitzung. 


Zusammenfassung 


Ks wird iiber ein Verfahren berichtet, das gestattet, ohne Stérung 
durch andere Aminoséuren 2 bis 40 y bzw. 0,5 bis 12 y Hydroxyprolin 
zu bestimmen. Hydroxyprolin wird in einem schwach sauren Puffer 
durch Chloramin T in Pyrrol umgewandelt und dieses in starker 
Perchlorsiure mit p-Dimethylaminobenzaldehyd umgesetzt. 


Summary 


A procedure is given for the determination of hydroxyproline in 
the range 2 to 40 y or 0,5 to 12 y without interference from other amino- 
acids. Hydroxyproline is oxydized by chloramine-T in a buffer of pu 6 
yielding pyrrole which reacts with p-dimethylaminobenzaldehyde in 
strong perchloric acid. 














Eine Methode 
zur Verbesserung der elektrophoretischen Trennung 
von Proteinen und Peptiden 
Von 
Ernold Granzer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Januar 1958) 


Herrn Professor Dr. W.GraBmann zum 60. Geburtstag gewidmet 


Die Aufklérung der Konstitution eines Proteins setzt nach dessen 
Aufspaltung die exakte Auftrennung der im Abbaugemisch enthaltenen 
Peptide in Fraktionen einheitlicher Peptide voraus. -Diese Auftrennung 
wird im allgemeinen auf Austauschersiulen oder elektrophoretisch vor- 
genommen. In unserem Institut fand bislang vornehmlich die elektro- 
phoretische Methode in der im Institut entwickelten, kontinuierlichen 
Anordnung! der ,,Ablenkungselektrophorese“’ Anwendung. Bei der 
elektrophoretischen Auftrennung eines Chymotrypsin-Abbaugemisches 
mittels der kontinuierlichen Elektrophoreseanordnung, die im Verlauf 
der Arbeiten? zur Uberpriifung der von Sanger® aufgestellten Insulin- 
formel durchgefiihrt wurde, ergab sich jedoch, daB bedeutend schwie- 
rigere Verhiltnisse vorlagen, als von Sanger angenommen wurden. Es 
gelang nicht, bei zweimaliger elektrophoretischer Trennung unter Aus- 
niitzung zweier verschiedener pu-Gebiete ein reines Peptid zu isolieren 
oder wesentlich anzureichern. Bei chromatographischer Priifung mit 
dem sehr trennscharfen Loésungsmittelsystem Butanol/Eisessig/Pyri- 
din/Wasser 4: 1:1: 5* erwiesen sich die elektrophoretisch erhaltenen 
Fraktionen stets uneinheitlich. In ihrem chromatographischen Verhalten 
identische Bruchstiicke fanden sich sowohl in den anodischen als auch 
in den kathodischen Anteilen der elektrophoretischen Trennung vor, 

1 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953}. 

* a) W. GraBmann, K. Hannig u. M. Plickl, diese Z. 299, 258 [1955]; 
b) W. GraBmann, R. Strobel, K. Hannig u. M. Deffner-Pléckl, diese Z. 
3u5, 21 [1956]; c) E. Granzer, Diplomarb., Universitat Miinchen 1956. 

8 A. P. Ryle, F. Sanger, L. Smith u. R. Kitai, Biochem. J. 60, 541 [1955]; 
A. P. Ryle u. F. Sanger, ebenda 60, 535 [1955]; H. Brown, F. Sanger u. 
R. Kitai, ebenda 60, 556 [1955]; F. Sanger, E. O. P. Thompson u. R. Kitai, 
ebenda 59, 509 [1955]; F. Sanger u. E. O. P. Thompson, ebenda 58, 353, 366 
[1953]; F. Sanger u. H. Tuppy, ebenda 49, 463, 481 [1951]; J. I. Harris, 
F. Sanger u. M. A. Naughton, Arch. Biochem. Biophysics 65, 427 [1956]; 
F. Sanger, in Currents in Biochemical Research, Interscience Publishers, New York 
—London 1956, S. 434; F. Sanger, Biochem. J. 44, 126 [1949]; 45, 563 [1949]. 

4 R.Strobel, Diplomarb., Universitat Miinchen 1955; beziiglich eines ahn- 


lichen Lésungsmittelgemisches jedoch anderer prozentualer Zusammensetzung 
vgl S. G. Waley u. 1. Watson, Biochem. J. 57, 529 [1954]. 
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obwohl die Trennbanden (Zonen) an und fiir sich scharf und voneinander 
deutlich abgegrenzt waren. 

Dieses Verhalten fiihrt uns zur Annahme, zumal ein ahnliches Ver- 
halten auch bei papierchromatographischer Trennung und neuer- 
licher Prifung der eluierten Fraktion im gleichen Lésungsmittelsystem 
zu beobachten ist, daB sich bei der Trennung die Peptide gegenseitig 
,mitreiBen“ und auf diesem Wege eine Isolierung einheitlicher Bruch- 
stiicke vereiteln. Fiir die Natur dieser, fiir das MitreiBen verantwort- 
licher Krafte schienen uns die Nebenvalenzbindungen, vor allem die 
Wasserstoffbriickenbindungen der Peptide untereinander in Frage zu 
kommen, da mit Anwachsen des Molekulargewichtes die Warmeenergie 
der Molekeln im Vergleich zur Energie ihrer Nebenvalenzbeziehungen 
zu benachbarten Gruppen immer unwichtiger wird. Es erschien uns da- 
her sinnvoll, durch Zusatz dissoziierender Mittel die Wasserstoffbriicken- 
bindungen der Peptide untereinander zu sprengen, indem das zugesetzte 
Mitte] selbst, und zwar in stirkerem Mafe als die Peptide, in Wechsel- 
wirkung mit den zu trennenden Peptiden tritt. 

Als dissoziierende Mittel kommen u. a. Harnstoff, Phenol, Gua- 
nidin-Verbindungen, Lithiumsalze oder Formamid in Frage. Als viel- 
versprechende Mittel zur Spaltung von Nebenvalenzbindungen werden 
auch Ameisensaure, Essigsiure, Chloressigsiure, Alkalien, wasserfreies 
Ammoniak, oberflichenaktive Mittel, aromatische Sulfonsiuren und 
Fluorwasserstoffsiure genannt®. Fiir unseren Zweck erschien Phenol am 
geeignetsten, dessen Affinitét zur Peptidbindung von Gra8Bmann, 
Hérmann und Hartl® zur Trennung verschiedener Phenole und von 
Gra8mann und Mitarbb.’? zur Trennung von Gerbstoffen an Poly- 
amidsiulen benutzt wird. Es hat fiir unsere Zwecke der praparativen 
Gewinnung von reinen Peptiden den groBen Vorteil, im Hochvakuum 
leicht fliichtig zu sein, so daB es bei der Gefriertrocknung zusammen 
mit den benutzten fliichtigen Puffern absublimiert. Der als dissoziie- 
rendes und die Léslichkeit der Peptide verbesserndes Mittel benutzte 
Harnstoff wird, sofern er mit einer der Fraktionen wandert und sich 
bei der Isolierung darin vorfindet, vor der Erhaltung reiner Peptide 
mit Urease oder ionenaustauschchromatographisch entfernt?*. Guanidin 
wurde von uns ebenfalls geprift, erwies sich Phenol und Harnstoff 
gegentiber aber nicht von besonderem Vorteil und 1é8t sich schwerer 
als diese aus den isolierten Fraktionen beseitigen. 

5 R. L. M. Synge, Vortrag Internat. Woll-Textil-Forschungskonf. Austra- 
lien 1955; ref. Angew. Chem. 68, 214 [1956]; I. J. O’Donnell u. E. F. Woods, 
Vortrag Internat. Woll-Textil-Forschungskonf. Australien 1955; ref.: Angew. 
Chem. 68, 215 [1956]. 

6 W. GraBmann, H. Hérmann u. A. Hartl, Makromolekulare Chem. 21, 
37 [1956]; vgl. auch A. Hartl, Diplomarb., Universitat Miinchen 1956. 

7a) W. GraBmann, H. Endres, W. Pauckner u. H. Mathes, Chem. Ber. 
90, 1125 [1957]; b) W.GraBmann, H.Endres u. W. Pauckner, Chem. Ber. 91, 
gt ki c) W. GraBmann, H. Endres, M. Oppelt u. M. El Sissi, Leder, 
im TUucK, 
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Die Veroffentlichung von Redfield und Anfinsen®, die auf einem — 
mit 8-m. Harnstoff-Pufferlésung getrinkten Filtrierpapierstreifen in der — 
Hochspannungselektrophoreseanordnung nach Mich]® die saéureunlés. 
liche Fraktion eines Trypsinabbaugemisches dinitrophenylierter oxy- 
dierter Ribonuclease trennen und iiber eine verminderte Adsorption sowie 
scharfere Ausbildung der Banden berichten, und die in einer Arbeit von 
Braunitzer?® erwahnte Mitteilung, wonach auch F. Turba in un. 
veroffentlichten Versuchen eine Verbesserung der Léslichkeit von Trenn- 
gemischen und Trennschirfe der Banden nach Harnstoffzusatz in der 
Hochspannungselektrophoreseanordnung nach Mich] feststellt, veran- 
laBt uns, tiber unsere Erfahrung beziiglich der Verbesserung der pri- 
parativen kontinuierlichen elektrophoretischen Auftrennung von 
Protein- und Peptidgemischen mit Hilfe wasserstoffbriickenspren- 
gender Stoffe zu berichten. 


Nach entsprechenden friiheren Versuchen” mit Zusatz von Phenol, 
Harnstoff oder Guanidin priiften wir unter vollig gleichen Versuchs-. 
bedingungen die elektrophoretische Auftrennung eines durch Abbau von 
Insulin mit Chymotrypsin erhaltenen Gemisches, einerseits ohne Zusatz | 
und andererseits mit Zusatz von 4°%, Phenol oder 40% Harnstoff zum 
eingespritzten Trenngemisch. 


Hierbei hat man den Eindruck, daf die Scharfe der elektrophore- 
tischen Trennung durch Zusatzstoffe in der kontinuierlichen Elektro- 
phoreseanordnung nicht oder nur ganz gering positiv beeinfluBt wird. 
Lediglich im Falle des Phenolzusatzes setzt sich Fraktion 3 von Frak- 
tion 2 etwas besser ab. Ein gewaltiger Unterschied wird jedoch beim | 
Vergleich der chromatographischen Priifung der elektrophoretisch 
getrennten Fraktionen im Versuch ohne Zusatzstoff und in den beiden 
Versuchen mit Phenol- oder Harnstoffzusatz sichtbar. Wahrend im 
Kontrollversuch ohne Zusatzstoffe die einzelnen elektrophoretisch ge- 
trennten Fraktionen ein sehr komplexes Gemisch zahlreicher Fraktionen 
darstellen, was am ausgepragtesten bei Fraktion 3 und 4 der Fall ist, © 
sind die entsprechenden elektrophoretisch getrennten Fraktionen des 
Phenol- und Harnstoffversuches bedeutend einheitlicher. Im Gegensatz 
zur Fraktion 3 des Kontrollversuches, die die Bruchstiicke (vgl. Abb. 1) 
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11—12, 13, 14, 15 (16), 17, 18, 19 und 20 ent- 
halt, sind in der entsprechenden Fraktion 3 des Phenolversuches ledig- 
lich die Bruchstiicke 14, 17, 18, 19, 20 und im Harnstoffversuch die 
Bruchstiicke 10, 13, 14, 17, 18 (19), (20) nachweisbar. Fraktion 4 des 
Kontrollversuches enthalt die Bruchstiicke 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 
11—12, 13, 17, 18, 19, 20, wahrend im Phenolversuch lediglich die 
Bruchstiicke 1, 4, 6, 7, 12 und im Harnstoffversuch 1, 4, 6 und 7 in 
dieser Fraktion vorhanden sind. 


ates 


is 


8 R. R. Redfield, u. Ch. Anfinsen, J. biol. Chemistry 221, 385 [1956]. 
® H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 [1951]. 
10 G. Braunitzer, Angew. Chem. 69, 189 [1957]. 
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Eine. neuerliche elektrophoretische Priifung der im ersten 


in der elektrophoretischen Trennungsgang elektrophoretisch einheitlich wan- 


eunlds. © : : : : af i 
versuches wiederum in mehrere Untereinheiten aufspalten, waihrend die 


dernden Fraktionen 2, 3, 4 und 5 zeigt, daB die Fraktionen des Kontroll- 


entsprechenden Fraktionen des Phenol- und Harnstoffversuches — aus- 
genommen Fraktion 3 des Harnstoffversuches — elektrophoretisch ein- 
heitlich wandern (Abb. 2). Eine chromatographische Priifung der Frak- 
tionen nach dem zweiten elektrophoretischen Durchsatz ergibt fiir den 
Versuch mit Zusatzstoffen im wesentlichen das Vorliegen der gleichen 
Bruchstiicke, die bereits bei der chromatographischen Priifung nach 


6a i 
aa = 


9 10 1112 13 1415 1617 1819 20 





4IDLIS 





Abb. 1. Papierchromatogramm des durch Abbau von Insulin mit Chymotrypsin 
erhaltenen Gemisches und Bezeichnungsweise der Bruchstiicke. Butanol/Eis- 
essig/Pyridin/Wasser 4: 1: 1 : 5 (obere Phase), horizontal. 


dem ersten elektrophoretischen Durchsatz gefunden wurden. Eine Aus- 
nahme macht Fraktion 2 des Phenolversuches, die nach dem zweiten 
Durchsatz nur mehr zwei Bruchstiicke (9 und 10, ganz schwach 15) 
an Stelle der vier Bruchstiicke (9, 10, 13 und 15) nach dem ersten 
Durchsatz aufweist und Fraktion 3 des Harnstoffversuches, bei der 
die Bruchstiicke 10 und 13 in der anodisch wandernden Unterfraktion a 
und die Bruchstiicke 14, 15 und 17 in der kathodisch wandernden Unter- 
fraktion b anzutreffen sind. Ganz im allgemeinen hat man den Ein- 
druck, daB nach dem zweiten elektrophoretischen Durchsatz die Frak- 
tionen noch weniger komplex zusammengesetzt sind als nach dem ersten 
elektrophoretischen Durchsatz. Ein auffallender Unterschied, die Ein- 
heitlichkeit der Fraktionen betreffend, besteht auch zwischen den 
elektrophoretisch isolierten Fraktionen des Kontrollversuches aus dem 
ersten Trenngang einerseits und den entsprechenden Fraktionen der 
Versuche mit Zusatzstoffen, die im zweiten elektrophoretischen Durch- 
satz einheitlich wanderten, andererseits; letztere sind bedeutend ein- 
facher zusammengesetzt. Dieses weniger komplexe Verhalten kommt 
auch ganz objektiv zum Ausdruck bei der photometrischen Auswertung 
der Chromatogramme in dem automatischen Auswertgerait nach Eberle". 





11 H, Eberle, Naturwissenschaften 41, 479 [1954]; Hersteller: Dr. Bender 
& Dr. Hobein, Miinchen. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 311 4 











(+) pened MANA nah DHT 








LE LRUANUEE 

Abb. 2. Zweiter elektrophoretischer Trenngang. Elektrophoretische Priifung der 
Fraktionen 2, 3, 4 und 5 unter gleichen Bedingungen. Links die Fraktionen des 
Kontrollversuches ohne Zusatzstoffe. Mitte Fraktionen des Phenolversuches unter 
Phenolzusatz, rechts Fraktionen des Harnstoffversuches unter Harnstoffzusatz 

gepriift. 

480 V, 22 mA, Ameisensiiure-Essigsiure py 1,9, Schleicher & Schill 604 L/90- 
Durchsatz 1 mg/Stde. = 0,1 ml Stde. 
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durch photometrische Auswertung der Chromatogramme. Unter den Kurven- 
90 gipfeln Angabe des betreffenden Bruchstiicks. (Die Ziffern entsprechen denjenigen 
/90- der Abb. 2.) 
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in Fraktion 2, 3 und 4 recht bemerkenswert. 


Beschreibung der Versuche 


Trenngemisch: Als Untersuchungsobjekt diente der bei py 7 und 5,7 lés- 
liche lyophilisierte Anteil eines Abbaugemisches von Insulin (Kristallinsulia 
,Hoechst**, Kalb, 3mal umkristallisiert)*, das durch 24-stdg. Einwirkung voa 
Chymotrypsin auf Insulin (l-proz. Insulinlésung, Substrat: Enzym = 25:1) in 
Gegenwart von 194 N-Athyl-maleinimid bei py 8,5 erhalten wurde. 

Elektrophoretische Trennung: Die elektrophoretische Trennung wurde 
in der kontinuierlichen Anordnung nach Grafimann und Hannig! mittels der 
verbesserten VA-Apparatur®* im Ameisensiure-Essigsiiurepuffer, py 1,9, folgender 
Zusammensetzung durchgefiihrt: 

Ameisensiiure (d 1,22) 60 ml, Essigsiiure 360 m/, mit dest. Wasser auf 61 

aufgefiillt. 

Das Trenngemisch wurde im Verhaltnis 10 mg Substanz auf 1 ml Fliissigkeit 
in folgenden Medien gelést und bis zum Beginn der Einspritzung 12 Stdn. bei 4° 
stehengelassen : ; 

I. Kontrollversuch: Ameisensiure-Essigsiiurepuffer, py 1,9. 
Il. Phenolversuch: Ameisensiure-Essigsiurepuffer mit einem Zusatz von 4°) 

Phenol (Gew./Vol.). 

III. Harnstoffversuch: Ameisensiure-Essigsiiurepuffer, py 1,9 mit einem Zusatz 
von 40°, Harnstoff (Gew./Vol.). 

Die elektrophoretische Trennung erfolgte auf Papier Schleicher & Schill 
604 L/90, und zwar im ersten elektrophoretischen Trenngang bei400 V, 17—18 mA, 
Durchsatz 1,19 mg/Stde. entspr. 0,119 ml/Stde., im zweiten elektrophoretischen 
Trenngang bei 480 V, 22 mA, Durchsatz 1 mg/Stde., entspr. 0,1 ml/Stde. 

Die Trennbanden wurden auf dem getrockneten Trennbogen mit dem Nin- 
hydrinreagenz nach Briiggemann und Drepper”™ (Farbentwicklung: 3 Min. bei 
105° in Wasserdampfatmosphire) sichtbar gemacht und der Inhalt der ihnen 
zugeordneten Auffangglischen gefriergetrocknet. Hierbei wird der fliichtige Puffer 
und allenfalls in die Glischen gelaufenes Phenol entfernt. Der Harnstoff wandert 
bei dem von uns benutzten Puffer (py 1,9) als sowohl am feuchten wie auch am 
trockenen Trennbogen gut sichtbare Bande schwach anodenwirts in den Anoden- 
raum. Nach jedem der beiden elektrophoretischen Trenngiinge wurden die iso- 
lierten Fraktionen chromatographisch untersucht. 

Chromatographische Priifung der Fraktionen: Zur papierchromato- 
graphischen Priifung der elektrophoretisch getrennten Fraktionen wurde das 
Lésungsmittelsystem Butanol/Eisessig/Pyridin/Wasser 4:1: 1:5 (obere Phase)! 
herangezogen, das sich fiir die Trennung von Peptiden als besonders trennscharf 
erwiesen hat. Die Trennung selbst wurde in Horizontalkammern nach GraBmann 
und Strobel!® auf Papier Schleicher & Schiill 2043 bM durchgefiihrt. Das 
Substanzgemisch wurde in einer Menge von 0,8 mg strichfoérmig aufgetragen. Auf 
jedem Streifen liefen ferner zur Identifizierung der Bruchstiicke als Test 2—2,5 mg 
des ungetrennten Abbaugemisches mit, das sich mit diesem Lésungsmittelsystem 
in mindestens 20 Bruchstiicke auftrennen lift (Abb. 1). Die in den elektrophore- 
tisch getrennten Fraktionen enthaltenen Bruchstiicke wurden im Vergleich mit 
dem Testgemische und im Zweifelsfalle zusitzlich durch Vergleich der Ry-Werte 

* Fiir die Uberlassung des Kristallinsulins danken wir den Farbwerken 
Hoechst A.G. 

12 J. Briggemann u. K. Drepper, Naturwissenschaften 39, 301 [1952]. 

13, W. GraBmann u. R. Strobel, unveréffentlicht; vgl. auch R. Strobel, 
Dissertat., Universitat Miincken 1957. 
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In Abb. 3 sind die Kurven der auf diese Weise ausgewerteten Chromatc- — 
gramme einander gegeniibergestellt. Die Unterschiede sind besonders — 
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| jdentifiziert. Ihre Anfarbung erfolgte nach Briiggemann und Drepper®, wie 


oben bereits angegeben. Nach Uberfiihrung in den Kupferkomplex' und Trans- 
parentmachen!® wurde das Chromatogramm zur objektiven Lokalisierung der ge- 


Herrn Professor Dr. W. GraBmann mochte ich fiir Diskussionen zu dieser 
Arbeit vielmals danken. 


Zusammenfassung 


Bei elektrophoretischer Trennung von Peptid- oder Protein- 
gemischen liefern voneinander scharf abgegrenzte Trennbanden haufig 
keine einheitlichen oder ihrer Zusammensetzung nach charakteristischen 
Fraktionen, was auf Affinitaétsbeziehungen der Peptide untereinander — 
vornehmlich durch Wasserstoffbriickenbindungen — zurickgefthrt 
wird. Die Ausschaltung dieser stérenden Nebenvalenzkrafte durch Zu- 
satz wasserstoffbriickensprengender Stoffe wie Phenol, Harnstoff oder 
Guanicin fiihrt zu einem verbesserten elektrophoretischen Trenneffekt. 
Dieser wird — gegeniiber einem gleichartigen Kontrollversuch — an der 
kontinuierlichen elektrophoretischen Trennung eines durch Abbau von 
Insulin mittels Chymotrypsins erhaltenen Gemisches unter Phenol- oder 
Harnstoffzusatz gezeigt. 


Summary 


When separating mixtures of peptides or proteins electrophoretically, 
well defined bands frequently do not yield uniform fractions of a charac- 
teristic composition. This phenomenon is explained by an interaction 
of affinities among peptides, primarily through hydrogen bonds. The 
addition of hydrogen bond breaking substances, such as phenol, urea, 
or guanidine, eliminates these interfering secondary valence bonds. 
Electrophoretic separation is thus improved. This is demonstrated by 
comparing a control run with one having added phenol or urea. A 
mixture of peptides, obtained by digestion of insulin with chymo- 
trypsin, is separated by continuous electrophoresis. 


14H. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 
15 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 
[1951]; W. GraBmann u. K. Hannig, Klin. Wschr. 32, 838 [1954]. 








Zur Spezifitat von Glykosidasen 
Verschiedenheit der £-D-Glucosidase und der £-D-Galaktosidase 
des SiBmandelemulsins bei Adsorption 

durch Poly-[hydroxystyrol-glykoside] + 
Von 
Burckhardt Helferich und Karl-Heinz Jung 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Januar 1958) 


Herrn Prof. Dr. Wolfgang GraBmann mit herzlichen Glickwiinschen 
zu seinem 60. Geburtstag gewidmet 


Vor einiger Zeit wurde die Herstellung eines p-Hydroxystyrol-/-D- 
glucosids (Ia) und seine Polymerisation (Ib) beschrieben?. Durch eine 
neue Methode zur Gewinnung von Phenol-«-D-glykosiden? ist auch das 
p-Hydroxy-styrol-«-D-galaktosid (Ila) zuginglich geworden, dessen 
Darstellung und dessen Polymerisation in der vorliegenden Arbeit be- 
schrieben werden. 


Ie H,C: CH S—O—(6-GL) ‘la HC : CH ‘S—0—(a-Gal. 


f 
me EF * rl. ¢ 7 
H-C-¢ SN—o-(p-G1) H—C—-¢Y S—O—(a-Gal.) 
Ib | \—/ IIb | —/ | 
= | H—C—H | 
e | _jn i | _jn 


Es gelang, bei beiden Poly-[hydroxystyrol-glykosiden] durch Ab- 
trennung der niedrigeren Polymerisate, die noch in Wasser etwas lés- 
lich sind (fermentativ aber nicht mehr gespalten werden), wasserunlés- 
liche Polymerisate zu erhalten. Soweit die oben angegebenen Formeln 
dem Bau der Polymerisate entsprechen — und dies wird zur Haupt- 
sache der Fall sein, da sich die freien Zuckerhydroxyle durch Acety- 
lierung und Entacetylierung nachweisen lassen — ist also an der Paraf- 
finkette in Abstaénden von ein oder zwei Kohlenstoffatomen ein Glyko- 
sido-[p-hydroxyphenol]-Rest angebaut. 

DaB die noch in Wasser léslichen und erst recht die in Wasser 
unloslichen Polymerisate fermentativ nicht spaltbar sind, entspricht 


1 Nihere Angaben siehe Karl Heinz Jung, Dissertat. Bonn 1956. 

2 B. Helferich u. H.-J. H6fmann, Chem. Ber. 85, 175 [1952]. 

3 B. Helferich u. Karl-Heinz Jung, Liebigs Ann. Chem. 589, 77 [1954] 
und 595, 242 [1955]. 
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der z. B. bei der Cellulose und bei ihren niedrigeren Bruchstiicken be- 
kannten Tatsache, daB die Spaltbarkeit durch £-Glucosidasen nur bei 
den aus wenigen Glucosebausteinen bestehenden Verbindungen nach- 
weisbar ist, bei den héheren aber ausbleibt. 

Es wird allgemein angenommen, da8 der Spaltbarkeit eines Sub- 
strates durch ein Ferment die Anlagerung des Substrates an das Ferment 
” vorausgeht. Bleibt dann der zweite Schritt, die Spaltung selbst aus — 
z. B. weil das Molekulargewicht des Substrates zu hoch ist, vielleicht 
auf Grund von Wasserstoffbriicken innerhalb des Substrates — so ist 
die Adsorption des Ferments an das wasserunlésliche Substrat der 
einzige Vorgang. 

Die Spezifitat der verschiedenen Glykosidasen ist schon oft auf die 
spezifische Anlagerung des Substrats mit seinem glykosidischen Anteil 
an das Ferment zuriickgefiihrt worden’. 

Bei Verwendung eines polymeren, wasserunléslichen und fermen- 
tativ nicht spaltbaren f-D-Glucosids als Adsorbens mit einer intakten 
freien B-D-Glucosidogruppe besteht also die Méglichkeit, daB aus einem 





































}- D- Gemisch von Glykosidasen — wie es im SiiBmandelemulsin vorliegt — 
sine vorzugsweise die 8-D-Glucosidase adsorbiert wird. Das gleiche gilt fiir 
das die «-D-Galaktosidase bei Verwendung eines polymeren «-D-Galakto- 
sen sids®. 

be- Um dies zu priifen, wurden Lésungen von SiiRmandelemulsin, in 


dem seit langem #-D-Glucosidasewirkung, /-D-Galaktosidasewirkung 
und «-D-Galaktosidase nachgewiesen sind, mit den beiden wasserunlés- 




















al.) lichen, fermentativ nicht spaltbaren Poly-[p-hydroxystyrol-glykosiden ], 
: ‘ p SIP ey Forgery , 
4 in dem einen Fall dem £-D-Glucosid (als ,,prostetische“ Gruppe), im 
anderen Fall dem «-D-Galaktosid geschiittelt. 
| Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen wiedergegeben. Ein- 
jn zelne Beispiele sind im Versuchsteil mit allen Einzelheiten beschrieben'. 
\b- I. SiBmandel-Emulsin, £-p-Glucosidase-Wert 3,25 (Salicin); Adsorbens: Poly- 
Os- [p-hydroxystyrol-6-p-glucosid]. 
Os- 
aln B-p-Glucosidase- | «-D-Galaktosidase- | B-p-Galaktosidase- 
t Wert (Phenol- Wert (Phenol- Wert (Phenol- 
. ; B-pD-glucosid) a«-D-galaktosid) £-p-galaktosid) 
y= 
af- Vor der Adsorption : 0,59 0,15 0,074 
0- Adsorption: 45% 9% 0% 
er Dieser Versuch wurde mit dem gleichen Fermentpraparat und etwa 


ht den gleichen Mengen Adsorbens mehrfach wiederholt. Es ergab sich 
stets, daB die f-D-Glucosidase am stirksten aus der Lésung verschwand. 


47. B. B. Helferich, Ergebn. Enzymforsch., Bd. VII, S. 93ff. 
4 | 5 Ahnliche Untersuchungen: Leonhard S. Lerman, Proc. nat. Acad. Sci. 
(USA) 89, 232 [1953]. 





56 Burckhardt Helferich und Karl-Heinz Jung, Bd. 311 (1958) 


Dies kann — zum mindesten z. T. — als spezifische Adsorption durch § 
das Poly-6-D-glucosid gedeutet werden. AuBerdem verschwand auch ein | 
Teil der «-D-Galaktosidase, vielleicht auf Grund einer unspezifischen 7 
Adsorption. Dagegen blieb die — allerdings in geringster Menge — vor- 7 


handene f-D-galaktosidatische Wirkung unverandert. Dadurch ver- | 
schob sich das Verhiltnis f-D-Glucosidase zu «-D-Galaktosidase zu 7 
B-D-Galaktosidase von 7,2: 2,5: 1 durch die Adsorption, d.h.in der 7 


Restfermentlésung auf 3:2: 1. 


Bisher war bei Reinigungsoperationen und bei Schadigungen des | 


SiBmandelemulsins das Verhialtnis zwischen der /-D-Glucosidase und 


der $-D-Galaktosidase praktisch das gleiche geblieben®. Es lag also bis- 7 
her kein Grund vor, im SiBmandelemulsin diese beiden Wirkungen ver- 
schiedenen, trennbaren Fermenten zuzuschreiben. Durch die neuen Er- | 
gebnisse ist wohl auch im SiBmandelemulsin die Annahme von zwei | 
verschiedenen Fermenten fiir die Spaltung der /-D-Glucoside und der | 


f-D-Galaktoside berechtigt. Fiir eine besondere «-D-Galaktosidase im 
SiBmandelemulsin waren schon friiher Beweise gegeben, in erster Linie 


dadurch, daB die §-D-glucosidatisch hochwirksamen SiBmandelemulsin- ~ 


Priparate keine «-D-Galaktoside mehr spalten®. 


Versuche mit /-D-glucosidatisch wirksameren, reineren SiBmandel- 7 
emulsin-Praparaten ergaben die folgenden Resultate (mit dem gleichen ~ 


Adsorbens) : 
II. B-p-Glucosidase-Wert 14,7 (Salicin) ; 0,4073 g Adsorbens auf 5,0 com Ferment- 
lésung. 
Ill. B-p-Glucosidase-Wert 6,64 (Salicin) ; 0,7273 g Adsorbens auf 10,0 ccm der aufs 
Doppelte verdiinnten Fermentlésung. 











f-p-Glucosidase- | «-D-Galaktosidase- | B-p-Galaktosidase- 
Wert (Phenol- Wert (Phenol- Wert (Phenol- 
B-D-glucosid «-D-galaktosid £-pD-galaktosid) 
II. Vor der Adsorp- 2,57 - 0,39 
tion: 
Adsorption: 100% 100°,* 
Ill. Vor der Adsorp- 
tion: 0,761 0,120 0,133 
Adsorption : 91% 38% : 74% 








* Wahrscheinlich wird bei Verwendung von weniger Adsorbens auch ein 
Unterschied der beiden Fermente festzustellen sein. 


Auch bei Versuch III verschiebt sich demnach das Verhialtnis der 
f-D-Glucosidase zur f-D-Galaktosidase: Die erstere wird wiederum 
stiirker adsorbiert. 

Uber die Adsorption der Fermente des SiiSmandelemulsins an das 
Poly-«-D-galaktosid unterrichten die folgenden Beispiele: 


6 B. Helferich u. H. Appel, diese Z. 205, 247 [1932]; L. Zechmeister, 
G. Téth u. M. Bélant, Enzymologia [Den Haag] 5, 302 [1938]. 
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IV. £-p-Glucosidase-Wert 3,25 (Salicin) (es war die gleiche Fermentlésung wie 
bei Versuch I), 0,2978 g Adsorbens auf 4,5 com Fermentlésung. 











B-p-Glucosidase- | «-D-Galaktosidase- | (/-p-Galaktosidase- 
Wert (Phenol- Wert (Phenol- Wert (Phenol- 
B-p-glucosid) a«-D-galaktosid) B-p-galaktosid) 
Vor der Adsorption: 0,56 0,13 0,077 
Adsorption : 23% 41% 0% 





Durch das Poly-x-D-galaktosid wird demnach die «-D-Galaktosidase 
stiirker adsorbiert als die S-D-Glucosidase, ein Unterschied gegeniber 
dem Poly-f-D-glucosid als Adsorbens. Man darf, neben einer unspezi- 
fischen Adsorption — auch hier eine spezifische Adsorption als Erkla- 
rung annehmen. 

Bei Adsorptionsversuchen mit Sii&mandelemulsin héherer /-D-Glu- 
cosidase-Wirkung wurde in erster Linie die 8-D-Glucosidase adsorbiert. 
Eine spezifische Adsorption der «-D-Galaktosidase konnte bei den 
wenigen Versuchen nicht festgestellt werden. 

Die Adsorptionsversuche mit beiden Poly-glykosiden wurden auch 
auf das Luzerne-Emulsin ausgedehnt, in dem eine £-D-Glucosidase (in 
geringer Menge), eine davon verschiedene /-D-Galaktosidase und eine 
x-D-Galaktosidase nachgewiesen sind’. Bei allen Versuchen wurde die 
x-D-Galaktosidase vorzugsweise adsorbiert. Eine spezifische Adsorption 
konnte nicht festgestellt werden. 

Alle Versuche, aus den Ferment-Polyglykosid-Adsorbaten die Fer- 
mente wieder in Freiheit zu setzen, fiihrten nicht zum Ziel. Die Adsor- 
bate selbst sind, ohne in Lésung zu gehen, selbst noch in sehr geringem 
MaBe fermentativ wirksam. 

Die Arbeit wird fortgesetzt, um durch spezifische Adsorption an 
Polyglykosiden die Unterscheideung, Anreicherung und Trennung ein- 
zelner Fermente in Fermentgemischen zu verbessern und zu erzielen. 


Beschreibung der Versuche 
Synthese der Glykoside® 


Tetraacetyl-p-ithylphenol-«-p-galaktosid: 4,1 g (0,01 Mol) Aceto- 
bromgalaktose und 3,1 g p-Athylphenol (0,025 Mol) werden auf dem Wasser- 
bad unter Ausschlu8 von Feuchtigkeit geschmolzen und der etwa 80° warmen 
Schmelze unter Umschwenken 1,26 g fein gepulvertes Hg(CN), (0,005 Mol) zu- 
gesetzt. Bei weiterem Erhitzen setzt ziemlich plétzlich Blausiure-Entwicklung 
ein, das Quecksilbersalz geht fast véllig in Lésung, und die Masse firbt sich tiefrot. 
Nach Istdg. Erhitzen auf dem siedenden Wasserbad wird die abgekiihlte Masse 
in 8 ccm Essigester gelést, die Lésung langsam mit etwa 45 ccm Benzol versetzt 
und von einem flockigen Niederschlag abgesaugt. Die klare Lésung wird 3- bis 
4mal mit je 30 com n-NaOH ausgeschiittelt, dann mit 30 cem Wasser gewaschen, 

7 K. Hill, Ber. Verh. sachs. Akad. Wiss. Leipzig, math.-physische K1]. 
LXXXVI, 115 [1934]. 
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mit CaCl, getrocknet und im Vak. zur Trockne verdampft. Der rotbraune Sirup 
kristallisiert aus 6 ccm Methanol in farblosen Prismen. Ausb. 1,7 g (37,5% d. Th.) § 
Schmp. 121—122° 
Ce2H gro (452.4) Ber. C 58,4 H 6,24 Gef. C5817 H6,13 
[a], 3s 4+ 2,99 x 5/0,0817 x 1 = + 177,4° (in CHCI,). 


p-Athylphenol-«-p-galaktosid: 4,°2g (0,01 Mol) der Tetraacetylver. 
bindung werden in 50 ccm absol. Methanol nach Zugabe von 1 cem n/10-Na- 
Methylat 4—5 Min. lang unter RiickfluB gekocht. Die schwach triibe Lésung wird 
filtriert und zur Trockne verdampft. Der Riickstand ergibt beim Umkristallisieren 
aus 9ccm Wasser seidige Kristalle von seifenartiger Beschaffenheit, die durch 
Absaugen und Trocknen iiber P,O, in einer Ausbeute von 2,65 g (93% d. Th.) 
gewonnen werden. Das hygroskopische Galaktosid schmilzt bei 146—147,5°. Es 
ist in Methanol und Aceton leicht léslich, schwerer in Essigester und Wasser, 
schwer in Eisessig und Benzol, sehr schwer in Ather und unléslich in Chloroform 
und Petrolither. 

C1 4H 0, (284,3) Ber. C59,14 H7,09 jef. C 58,84 H 6,98 

[x]??: + 3,10° x 5/0,0784 x 1 = + 197,8° (in Wasser). 


Tetraacetyl-p-[a«-bromathyl-phenol ]-«-p-galaktosid: In einer Lé- 
sung von 69g (0,15 Mol) Tetraacetyl-p-ithylphenol-«-p-galaktosid in 
600 cem absol. Chloroform werden 50 g NaHCO, aufgeschlimmt und unter krif- 
tigem Riihren und Belichten mit einer 300-W-Quecksilberdampflampe 24 g Brom 
(0,15 Mol), gelést in 250 cem absol. Chloroform, im Lauf von etwa 5 Stdn. zu- 
getropft. Die Temperatur des Gemisches wird durch zeitweilige Wasserkiihlung 
auf 35—40° gehalten. Nach weiteren 114 Stdn. Riihren und Belichten wird die 
schwach gelb gefirhte Lésung von den Natriumsalzen abgesaugt und im Vak. 
bei 45--50° Badtemperatur zu einem dicken Sirup eingedampft. Durch Verreiben 
mit etwa 20 cem Ather und erneutem Eindampfen im Vak. erhalt man die Substanz 
kristallin. Sie wird in 50 ccm Ather hei® gelést und durch Abkihlen auf — 15°, 
Absaugen und Waschen mit Ather/Petrolither (2:1), Trocknen an der Luft und 
dann im Exsikkator als schwach gelbe Verbindung vom Schmp. 109—112° in 
einer Ausbeute von 69 g (86% d. Th.) gewonnen. Zur Weiterverarbeitung (s. u.) 
ist dieses Rohprodukt geniigend rein. Rein erhilt man die Substanz.— unter 
erheblichen Verlusten — durch hiufiges Umkristallisieren aus absol. Ather. Sie 
zeigt die Léslichkeitseigenschaften der Acetyl-glykoside. Schmp. 122 —123°. 

C..H,,BrO,, (531,4) Ber. C 49,71 H 5,11 Br 15,04 
Gef. C 50,62 H 5,45 Br 14,40 

[o]p!: + 2,189 x 5/0,0590 x 1 = + 184,5° (in CHCI,). 

Da sich die Verbindung leicht unter Abspaltung von HBr zersetzt, erhiilt 
man bei den Analysenzahlen zu hohe C- und zu niedrige Br-Werte. 

Tetraacetyl-p-hydroxystyrol-«-p-galaktosid: In eine am Riick- 
fluBkiihler siedende Lésung von 390 g wasserfreiem Natriumacetat (4,75 Mol) in 
630 ccm absol. Eisessig werden in kleinen Portionen 50 g (0,11 Mol) Tetraacetyl- 
p-{a-Bromiathyl]-phenol-a«-p-galaktosid eingetragen. Nach 7-stdg. Kochen 
unter RiickfluB wird die Lésung unter kriftigem Riihren in diinnem Strahl in etwa 
3,5 1 Eiswasser eingetragen. Der dabei ausfallende, teils kristalline, teils sirupése 
Niederschlag wird nach dem Absitzen (etwa 15 Stdn. bei Raumtemperatur) zunichst 
durch Absaugen und Abdekantieren von der Hauptmenge der war. Lésung ge- 
trennt und dann in 400 ccm Chloroform aufgenommen. Die rotbraune Lésung wird 
3—4mal mit je 200 cem 2-n. NaOH, dann 2mal mit je 300 com Wasser ge- 
waschen, mit CaCl, getrocknet und im Vak. zur Trockne verdampft (Badtempe- 
ratur etwa 50°). Der zuriickbleibende Sirup kristallisiert aus 35—40 ccm Metha- 
nol beim Abkihlen auf — 15°. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus 30 ecm 
Methanol ist die Substanz rein. Ausb. 18 g (43°% d. Th.). Schmp. 116,5—117,5°. 
Die Léslichkeit entspricht den Acetyl-glykosiden. 
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CooHog0;9 (450,4) Ber. C 58,71 H 5,82 Gef.C 58,46 H 6,02 
























































Sirup 
l. Th.) [a]: + 1,79° x 5/0,0450 x 1 = + 199° (in CHCl;) 
p-Hydroxystyrol-a-p-galaktosid. Zu einer auf — 15° abgekiihlten 
13 Lésung von 15 g des Acetyl-galaktosids in 50 ccm absol. Methanol werden 150 ccm 


n-Natriummethylat der gleichen Temperatur zugegeben. Nach 3stdg. Aufbewahren 
bei — 15° werden unter guter Kithlung 200 ccm Wasser zugefiigt, die Mischung 
ylver- mit n-H,SO, neutralisiert, die Chloroformschicht abgetrennt und die wir. Lésung 
0-Na. @ im Vak. bei 50—60° Badtemperatur auf etwa 100 ccm eingeengt. Dabei kristalli- 
r wird @ siert das Styrol-galaktosid aus der noch warmen Lésung weitgehend aus. Es wird 
sieren § durch 2-maliges Umkristallisieren aus etwa 100 ccm Wasser rein erhalten. Die bei 
durch 100° tiber P,O,; im Vak. getrocknete Verbindung schmilzt bei 150—153° unter 
an Verfiirbung. Ausb. 7,5 g (80% d. Th.). 

°, Es C,,4H,,0, (282,3) Ber. C 59,55 H 6,43 Gef. C 59,33 H 6,44 

ei ? Die jodometrische Bestimmung der Doppelbindung nach Kaufmann, 
ns modifiziert nach H6fmann?, ergab 97,5% (an Stelle von 100%) d. Th. 


[~}: + 2,14° x 5/0,0491 x 1 = + 218° (in Wasser). 
Das Styrol-x-p-galaktosid ist léslich in Eisessig, Dioxan und Methanol, ziem- 
lich schwer in kaltem Wasser und in Essigester, unléslich in Chloroform und Benzol. 


r Li- Polymerisation der p-Hydroxystyrol-glykoside 

id in Die Polymerisation des p-Hydroxystyrol-£-p-glucosids wurde nach 
krif- § Helferich und Héfmann? in Dioxan bei Gegenwart von Benzophenon durch 
TOM | Bestrahlen mit einer 500-Watt-Quecksilberlampe durchgefiihrt. Zur Entfernung 
De ce kleiner wasserléslicher Anteile wurde das Rohpolymerisat mehrfach mit dest. 
lung | Wasser gewaschen, bis sich im Filtrat keine Substanz mehr nachweisen lieB. 

1 die Das polymere p-Hydroxystyrol-«-p-galaktosid wurde ahnlich er- 
Vak. halten: Kine Lésung von 1 g des monomeren Galaktosids und 17 mg Benzophenon 
‘iben Fin 40 ccm absol. Dioxan wurde durch Einleiten von trocknem CO, luftfrei gemacht 


eens und dann im verschlossenen Gefa8 aus etwa 20 cm Entfernung mit einer 500-Watt- 
15°, Quecksilberlampe 10 Tage bestrahlt. Dabei begann das Polymerisat ‘sich schon 
und ' nach etwa 1 Stde. abzuscheiden. Nach dem Absaugen wurde das anhaftende 
pas Dioxan auf dem Wasserbad abgedunstet, das Produkt 4mal mit je 20 ccm heiBem 
. U.) absol. Methanol durchgeknetet und das dann spréde Produkt gepulvert und iiber 
inter P,O; im Vak. getrocknet. Ausb. 0,28 g. Die Substanz firbt sich im Rédhrchen 
Sie bei etwa 210° gelblich und schmilzt bei 224—230° zu einer briunlichen Fliissig- 
keit. Zur Entfernung geringer noch wasserléslicher Anteile wird das Polymerisat 
mehrfach mit Wasser gewaschen. Es ist dann unldslich in Wasser, Dioxan, Metha- 
nol, Ather, Aceton, Pyridin und Tetrahydrofuran. 
(Cy4HygO,)x (282,3)x Ber. C 59,55 H 6,43 Gef. C 59,52 H 6,43 





halt Darstellung der Fermentpriparate 

Die SiBmandelemulsin-Praparate wurden nach Helferich und Bor- 
ick- mann® hergestellt. Ungeschilte Mandeln wurden mit Aceton kalt extrahiert, 
) in gepulvert, wieder mit Aceton extrahiert, erneut im Starmix unter Wasser/Aceton- 
yl- Gemisch 2:3 zerkleinert, abgesaugt und nochmals mit dem gleichen Wasser/ 
hen — Aceton-Gemisch ausgelaugt. Es folgte nun die Extraktion des Ferments aus den 
twa bisher ungelésten Riickstinden mit Wasser und eine erste Fallung mit Aceton. 
OBE Das so gewonnene Rohferment wurde in Wasser gelést und durch Kinstellen des 


hst pu auf 4,5 mit Acetatpuffer von der Hauptmenge der Begleitproteine befreit. Aus 
ge- dem Filtrat wurde das Si®mandelemulsin durch 60-proz. Sattigung mit Ammo- 


‘ird niumsulfat und Zusatz von wenig Aceton ausgefillt. Daran schloB sich eine mehr- 
ge- fach wiederholte Fallung aus Wasser mit Aceton an. Man erreichte dabei — in 
pe- guten Ausbeuten — Fermentpriparate vom /-Glucosidasewert gegen Salicin von 
ha- 5,5—6,5. Um noch héherwertige Priiparate zu bekommen, wurden noch frak- 
oy tionierte Tanninfallungen angeschlossen?. 

8 H. Bormann, Dissertat. Bonn 1955. 
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Bestimmung der Glykosidasewerte 


Die Glykosidasewerte (Gl.-W.) der Fermentpriparate wurden, entsprechend 
friiheren Arbeiten, definiert und ermittelt nach der Formel: 


ie saat 
ae me. Tear 
txg xX lg 


A = Anfangsdrehung des Bestimmungsgemisches; H = Enddrehung des Be. 


stimmungsgemisches bei vollstindiger Glykosidspaltung; «, = Drehung des Be- 
stimmungsgemisches nach ¢ Min. ; t = Spaltungszeit in Min. ; g = Gramm Ferment- 
praparat in 50 ccm Bestimmungsgemisch. 


Die Bestimmungen wurden bei py 5,0 oder 4,8 und einer Temperatur von 


30,0° durchgefiihrt. 

Die Konzentration des Substrates (des Glykosids) richtete sich nach seiner 
Léslichkeit in Wasser. Fiir Salicin, also zur Bestimmung des /-Glucosidasewertes, 
war sie 0,052-molar im Bestimmungsgemisch, fiir Phenolglykoside 0,0175-molar. 

Die Spaltung wurde nach t Min. durch Zusatz von etwa 100 mg festem K,CO, 
abgestoppt. 

Enzymeinheiten ergeben sich durch das Produkt Glykosidasewert mal Gramm 
Fermentpriparat, Millienzymeinheiten durch das Produkt Glykosidasewert mal 
Milligramm Fermentpraparat. 

Beispiel einer £-Glucosidasewert-Bestimmung des SiiRmandel- 
emulsins: 1,0 ccm einer Fermentlésung mit einem Gehalt von 0,00138 g Ferment- 
Trockenpraparat und 2,0 ccm einer 0,078-m. Salicinlésung in m/10-Acetatpuffer 
vom px 4,8 wurden nach Vorwirmen auf 30,0° gut miteinander vermischt und 
45 Min. bei 30,0° im Thermostaten aufbewahrt. Zur Unterbrechung der Spaltung 
wurde dann 100 mg festes K,CO, zugegeben und die Drehung («,) = 0,00° nach 
dem Erkalten im t-dm-Rohr gemessen. Die Anfangsdrehung (A) = — 0,95° war 
vorher in einer Probe der Lésung bestimmt, die mit zwei Teilen der mit 100 mg 
K,CO, versetzten Substratlésung verdiinnt war. Die Differenz der so bestimmten 
Anfangsdrehung und der aus der Konzentration des Substrates errechneten 
Drehung entspricht der (meist geringen) Eigendrehung des Ferments. Die End- 
drehung (#) = + 0,475° wurde aus der Glucosidkonzentration auf Grund der bei 
vollstindiger Spaltung entstandenen Glucose errechnet und die Eigendrehung des 
Ferments hinzugezihlt (bzw. abgezogen). Daraus ergibt sich der /-D-Glucosidase- 
wert (Salicin) des Fermentpraparates zu 1,53, der Gehalt an Milli-Enzymeinheiten 
(mEE) zu 2,11 pro cem der eingesetzten Fermentlésung. 


Adsorptionsversuche mit Sii&mandelemulsin 

I. An Poly-[hydroxystyrol-f-p-glucosid]: 0,0302 g SiBmandelemulsin, 
£-p-Glucosidasewert (gegen Salicin) 3,25, wurden in 10,0 cem Wasser gelést. 

Je 1,0 ccm dieser Lésung wurde mit je 1,0 ccm einer 0,035-m. Lésung von 
Phenol-8-p-glucosid, Phenol-«-p-galaktosid und Phenol-f-p-galaktosid in m/10- 
Acetatpuffer vom py 4,8 zur Bestimmung der Glykosidasewerte beniitzt (s. 0.), 
Temperatur 30,0°. 





























mEE/cem 
Clk. |e 
Substrat A E (Min.)| 9 Oy eng Wermsent- 
—_— lésung 
Phenol-f-p- 
glucosid —0,30° +0,15° 60 | 0,075} +0,08° | 0,59 1,79 
Phenol-«-p- 
galaktosid +0,91° +0,26° | 240 | 0,075} +0,36° | 0,15 0,45 
Phenol-f-p- 
galaktosid —0,18° +0,259 | 240 | 0,075 | +0,08° | 0,074 0,22 
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Die Milli-Enzymeinheiten pro cem (mEE/cem) wurden berechnet nach der 


> Formel: 


le A—E 
mEE = — pa =. 
t xX 25 x Ig 2 


Von der gleichen Fermentlésung wurden 4,4 ccm (pH dieser Lisung = 5,2) 


' mit 0,4427 g wasserunléslichem Poly-[hydroxystyrol-B-p-glucosid] bei 23° (-+- 1°) 


25 Stdn. lang geschiittelt. Eine gleiche Probe der Fermentlésung ohne Adsorbens 


_ veriinderte dabei ihre Fermentwirkung nicht. Nach dem Klarzentrifugieren wurden 
_ wiederum je 1,0 cem dieser Lésung mit je 1,0 cem der gleichen Substratlésungen, 


pu 4,8, zur Bestimmung der restlichen, in der Lésung gebliebenen Enzymeinheiten 
unter den gleichen Bedingungen beniitzt. «’, ist der nach ¢ Min. Spaltzeit nach dem 


| Abstoppen im 1-dm-Rohr beobachtete Drehwert. Der Trockengehalt der Lésung 


nach der Adsorption an noch vorhandenem Fermentpriparat wurde nicht bestimmt. 








mEE Adsorption in °% der urspriinglich 
Substrat nach der o's in der Fermentlésung vorhande- 
Adsorption nen mEE 
Phenol-f-b-glucosid 0,99 —0,01° 45% 
Phenol-«-D-galaktosid 0,41 +0,38° 9% 
Phenol-/-D-galaktosid 0,22 +0,08° OFF 











II. An Poly-[hydroxystyrol-a-p-galaktosid]: Die Versuche wurden 
mit einer neu hergestellten Fermentlésung des gleichen Fermentpriparates, 
B-Glucosidase-Wert (gegen Salicin) 3,25, unter ganz den gleichen Bedingungen 
wie bei dem eben beschriebenen Polymerisat durchgefiihrt. 


Vor der Adsorption: 














, Glyko- a 
Substrat A E g Oe sidase- 
Min.) 5 Ferment- 
( wert ss 
losung 
Phenol-f-p- 
glucosid —0,32° | +0,16° 60 | 0,077! +0,08° | 0,56 1,72 
Phenol-«-p- " 
galaktosid +0,92° | +0,26° 240 | 0,077} +0,38° | 0,13 0,41 
Phenol-f-p- 
galaktosid —0,18° | +0,25° 240 | 0,077} +0,09° | 0,077 0,24 

















Zur Adsorption wurden 0,2978 g des Poly-galaktosids mit 4,5 ccm der Fer- 
mentlésung 25 Stdn. bei 23° geschiittelt. 


Nach der Adsorption: 





sill nade dee Adsorption in °% der urspriing- 





Substrat portant lich vorhandenen mEE in der 
eet: tio Fermentlésung 
Phenol-£-p-glucosid . . . 1,33 23% 
Phenol-«-p-galaktosid . . 0,24 41% 
Phenol-f-p-galaktosid . . 0,24 0% 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir herzlich fiir ihre 
Unterstiitzung dieser Arbeit. 


















Zur Spez‘fitat von Glycosidasen 


Zusammenfassung 


Es wird die Darstellung eines p-Hydroxystyrol-«-D-galaktosids und 
seine Polymerisation beschrieben. 

Adsorptionsversuche des Sii8mandelemulsins an Poly-[p-hydrox y- 
styrol-8-D-glucosid] und an Poly-[p-hydroxystyrol-«-D-galaktosid], die 
z. T. als spezifische Adsorption der #-D-Glucosidase im ersteren Fall, 
ebenso der «-D-Galaktosidase im zweiten Fall erklart werden k6énnen, 
fiihrten zu einer Verschiebung des Verhiiltnisses der beiden Fermente 
im Si®mandelemulsin. Auf Grund dieser Befunde sind wohl zwei ver- 
schiedene, wenn auch nahe verwandte Fermente fiir diese beiden Wir- 
kungen anzunehmen. 


Summary 


The synthesis and polymerisation of p-hydroxystyrene-«-D-galac- 
toside is described. 

Adsorption experiments of emulsin from sweet almonds on poly- 
| p-hydroxystyrene-/}-D-glucoside| and on poly-[p-hydroxystyrene-a-D- 
galactoside] may be explained as specific adsorption of /-D-glucosidase 
and «-D-galactosidase in the first and second case respectively. These 
experiments rearranged the relative proportion of the two enzymes in 
sweet almond emulsin. Therefore, two different but closely related 
enzymes are assumed to cause these two effects. 
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5 Eine Apparatur 
all, a 
. zur kontinuierlichen Ablenkungselektrophorese 
nnen, 
mente auf Filtrierkarton bei gleichzeitiger Anwendung 
i ver- e 
Wir hcher Feldstarken 
Von 
Kurt Hannig 
yalac- Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinch>n 
=) 
Der Schriftleitung zugegangen am 13. Januar 1958 

poly- Meinem Lehrer, Herrn Prof. Dr. W. GraBmann, zum 60. Geburtstag 

. y . g 
-0-D- in Verehrung gewidmet 
sidase —— : : 
These In mehreren vorausgegangenen Mitteilungen!-* berichteten wir tiber 
es in ein Verfahren zur kontinuierlichen Auftrennung von Stoffgemischen 


lated durch die sogenannte Ablenkungselektrophorese, bei der die zu 
trennenden Substanzen kontinuierlich an einer eng begrenzten Stelle 

einem laminar str6menden Elektrolytsystem zugefiihrt werden, dem 
senkrecht zur Fliissigkeitsstr6mung ein elektrisches Feld tiberlagert ist. 

Dieses Verfahren hat sich in der Zwischenzeit vor allem fir die 

priparative Trennung von Substanzgemischen, die aus zahlreichen 
Komponenten bestehen, bewahrt. In einer Reihe von Mitteilungen 

werden die Bedingungen zur Auftrennung von Farbstoffgemischen‘®, 
Gerbstoffen’, von einfachen und zusammengesetzten EiweiBstoffen®*®® 


1 W. GraBmann, Vortrag auf der Tagung der Physiologen und physiol. 
Chemiker in Géttingen am 31. August 1949; Ref.: Angew. Chem. 62, 170 [1950], 
Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 189, 220 [1950]; K. Hannig, Dissertat. Darm- 
stadt, Technische Hochschule, 1953. 

2 W. GraBmann, Naturwissenschaften 38, 200 [1951]; Ciba Foundation 
Symposium on Paper Electrophoresis 1956, 2; W. GraBmann u. K. Hannig, 
Naturwissenschaften 37, 397 [1950]; diese Z. 292, 32 [1952]. 

3 W. GraBmann u. K. Hannig, ,,Priparative Elektrophorese“, in Houben- 
Weyl, Methoden der org. Chemie, 4. Aufl. Bd. 1/1, 8S. 685, Georg Thieme-Verlag, 
Stuttgart 1958; K. Hannig, ,,Papierelektrophorese in der EiweifBchemie*, in 
Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch der physiol. u. path.-chem. Analyse, 10. Aufl. 
Springer-Verlag, Berlin-Géttingen-Heidelberg (im Druck); K. Hannig, 5. Col- 
loquium Briigge 1957; Clin. chim. Acta 8, 10 [1958]. 

4 W. GraBmann u. L. Hiibner, Naturwissenschaften 40, 272 [1953]; Leder 
5, 49 [1954]. 

5 E. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 78, 4875 [1951]. 

6 Z. Puéar, Croatica chem. Acta 28, 195 [1956]; 29, 1 [1957]. 

7 W. GraBmann u. P. Stadler, Leder 5, 206 [1954]. 

8 F. Micheel u. F. P. van de Kamp, Angew. Chem. 64, 607 [1952]; 
W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 296, 30 [1954]; E. Bamann u. N. Tietz, 
Biochem. Z. 824, 502 [1953]; E. Pfeilu. W. KanngieBer, diese Z. 296, 79 [1954]; 
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und ihren Abbauprodukten, also den Peptiden und Aminosauren®?, von | 
Polysacchariden!® sowie von anorganischen Ionen'™ beschrieben und § 


Varianten in den Ausfiihrungsformen der Apparaturen angegeben®® 2, 7 

Bei den von GraBmann und Hannig! und von Svensson und Brattsten® 7 
erstmals beschriebenen Apparaturen dieser Art wurde eine mit Glaspulver, See- 7 
sand oder anderen kérnigen Materialien gefiillte flache Kiivette mit der Elektrolyt- ~ 


lésung durchstrémt. Die Anordnungen haben inzwischen in beiden Arbeitskreisen 


eine weitere Ausgestaltung erfahren, wobei insbesondere auf Stabilisierung der 4 
Strémungsverhiltnisse und Vermeidung bzw. Kompensation elektroosmotischer ~ 
Stéreffekte!4 sowie Stabilisierung des Stromes und der Temperaturverhiiltnisse © 
Wert gelegt wurde!®, Die durch solche MaSnahmen verbesserten Apparaturen ~ 


re 


dieser Art sind verhialtnismaBig aufwendig, was auch der Grund dafiir sein diirfte, 


daB sie sich trotz ihrer groBen Trennleistungen bei erheblichem Mengendurchsatz | 


und anderer verschiedener Vorteile (Vermeidung von Verdunstung und Luit- 
zutritt, Regelung der Transportgeschwindigkeit der Pufferlésung in weiten Gren- 
zen) nicht allgemein durchgesetzt haben. 

Gegentiber den Anordnungen, die als porésen Traiger mit Fiill- 
materialien gefiillte flache Kiivetten benutzen, bietet, wie wir gezeigt 
haben?’, die Verwendung von Filtrierpapier als Trigermaterial gewisse 


M. H. Hobart u. Ch. F. M. Rose, J. clin. Pathol. 8, 338 [1955]; I. Brattsten, 
H. Colldahl u. A. H. F. Laurell, Acta Allergologica 8, 1 [1955]; P. Hedlund 


u. I. Brattsten, Scand. J. clin. lab. Invest. 7, 99 [1955]; F. Scheiffarth, 4 


G. Berg, W. Frenger u. H. Gétz, Klin. Wschr. 33, 711 [1955]; M. R. Shetlar, 
Ch. Cahill, G. Stidworthy u. C. L. Shetlar, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 93, 


44 [1956]; D. L. Larson u. R. Feinberg, Science [Washington] 120, 426 [1954]; © 


M. Zaitlin, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 20, 556 [1956]. 


® W. GraBmann, K. Hannig u. M. Pliéckl, diese Z. 299, 258 [1955]; § 
W. GraBmann, R. Strobel, K. Hannig u. M. Deffner-Plickl, ebenda 305, | 
21 [1956]; W. GraBmann, K. Hannig, H. Endres u. A. Riedel, ebenda © 


306, 123 [1956]; H. Stegemann, Naturwissenschaften 48, 518 [1956]. 
10 D. L. Mould u. R. L. M. Synge, Biochem. J. 58, 585 [1954]. 


1 T. R. Sato, W. P. Norris u. H. H. Strain, Analytic. Chem. 24, 776 : 


[1952]; 26, 267 [1954]; M. Lederer, Anal. Chim. Acta 11, 145 [1954]; B. San- 
soniu. R. Klement, Angew. Chem. 66, 598 [1954]. 


12 J, Brattsten, Ark. Kemi 4, 503 [1951]; 8, 205, 227, 347 [1955]; H. H. | 


Strain, u. J. C. Sullivan, Analytic. Chem. 28, 816 [1951]; H. H. Strain, 
ebenda 28, 25 [1951]; 24, 356 [1952]; I. Brattsten u. A. Nilsson, Ark. Kemi 3, 


337 [1951]; C. J. Bradish u. N. V. Smart, Nature [London] 174, 272 [1954]; | 


G. Dicastro u. M. San Marco, J. chem. Soc. [London] 1954, IV, 4157; G. Di- 
castro, Experientia [Basel] 10, 27 [1954]; E. S. Holdsworth, Biochem. J. 54, 
XIV [1953]; 59, 340 [1955]; B. Mondovi u. A. Eraldo, Ricerca sci. 25, 2631 
[1955]; H. A. Saroff, Nature [London] 175, 896 [1955]; E. R. Adamik, Ana- 
lytic. Chem. 28, 1063 [1956]; H. Peeters, P. Vuylsteke u. R. Noé, 4. Collo- 
quium Briigge 1956, 177; A. Karler, Ch. L. Brown u. P. L. Kirk, Mikrochem. 
verein. Mikrochim. Acta 1956, 1585; O. Grubner u. J. Dvorak, Collect. czecho- 
slov. chem. Commun. 21, 556 [1956]; H. Jonas u. V. Charlottesville, J. Lab. 
clin, Med. 49, 135 [1957]. 

13-H. Svensson u. I. Brattsten, Ark. Kemi 1, 401 [1949]. 

144 W. GraBmann, Naturwissenschaften 38, 200 [1951]; Ciba Foundation 
Symposium on Paper Electrophoresis 1956, 2; K. Hannig, Dissertat. Technische 
Hochschule Darmstadt 1953. 

15 T, Brattsten, Ark. Kemi 4, 503 [1951]; 8, 205 [1955]. 

16 Vgl. auch C. J. Bradish u. N. V. Smart, Nature [London] 174, 272 
[1954]. 
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experimentelle Vorteile und einfachere Handhabung. Die Stromungs- 
geschwindigkeit kann dabei im wesentlichen nur durch die Wahl der 
Filtrierpapiersorte in verhaltnismaBig engen Grenzen variiert werden; 
eine Verdunstung mit entsprechenden Auswirkungen auf Pufferkon- 
zentration und Strémungsverhiltnisse ist nicht vollkommen vermeidbar. 
Bei durchschnittlichen Wattleistungen von 5—15 Watt konnen etwa 
200—500 mg (z. B. EiweiBabbaugemische) pro Tag getrennt werden, 
wobei auf besondere KihlmaBnahmen zur Abfiihrung der Jouleschen 
Wirme verzichtet werden kann. 

Um die elektrophoretische Trennung nach diesem Prinzip auch fiir 
gréBere Mengenleistungen, ahnlich denen, wie sie in Kiivettenanord- 
nungen tiblich sind, méglich zu machen, stehen grundsitzlich zwei Wege 
zur Verfiigung : 

1. Dic Verwendung von dickerem Filtrierpapier bzw. von Filtrier- 
karton oder anderen Trigermaterialien (Vliese aus Polyvinylchlorid, 
Polyvinylalkohol). 

2. Erhéhung der Stro6mungsgeschwindigkeit der Pufferlésung durch 
Anwendung schnell saugender Tragermaterialien bei gleichzeitiger Er- 
héhung der Feldstirke. 

In beiden Fallen, insbesondere bei der Kombination beider MaB- 
nahmen, tritt das Problem der Abfiithrung der Jouleschen Warme in 
den Vordergrund. Da einerseits bei Verwendung dickerer Trager die 
Wattleistung und damit die Joulesche Wiarme proportional zur Dicke 
des Kartons, andererseits mit dem Quadrat der Feldstirke anwachst 
(1 kWh = 860 keal), sind besondere KiihlmaBnahmen und Vorkeh- 
rungen zur Vermeidung zu starker Verdunstungsverluste unerlaBlich ; 
anderenfalls wiirde schon in kurzer Zeit der Bogen, namentlich in den 
unteren Regionen, austrocknen und schlieBlich durchbrennen. Als ge- 
eignete KiihlmaBnahmen kimen — ahnlich wie es in den Anordnungen 
zur diskontinuierlichen Hochspannungselektrophorese!? gehandhabt 
wird — gekiihlte Flichen in Frage, zwischen denen der Filtrierkarton 
eingepreBt wird. 

In einer von Brattsten und Nilsson!'® beschriebenen kontinuierlich arbei- 
tenden Elektrophoreseanordnung wird ein Filtrierkarton zwischen zwei als Kiihler 
dienende Glaskiivetten eingeklemmt. Die Pufferlésung wird am oberen Rand 
dem Papier iiber eine Reihe ausgeschnittener Zipfel zugefiihrt, von denen einer 
zur Zufiihrung der Trennlésung dient!®. In der Anordnung von Holdsworth”? 
liegt der Trennbogen auf einer nahezu senkrecht stehenden Kiihlflache aus Plexiglas. 

Nach unseren Erfahrungen treten jedoch an der Beriihrungsfliche 
Filtrierkarton — gekiihlte Glasplatte andere Wanderungsverhaltnisse 
(vornehmlich verursacht durch Unterschiede des Oberflichenpoten- 


17 G, Werner u. O. Westphal, Angew. Chem. 67, 251 [1955]; Th. Wieland 
u. G. Pfleiderer, Angew. Chem. 67, 257 [1955]. 

18 T. Brattsten u. A. Nilsson, Ark. Kemi 8, 337 [1951]. 

19 Vol. dazu auch H. H. Strain u. J. C. Sullivan, Analytic. Chem. 28, 816 
[1951]; H. H. Strain, ebenda 28, 25 [1951]; 24, 256 [1952]. 

20 E. S. Holdsworth, Biochem. J. 59, 340 [1955]. 
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tials) als im Inneren des Bogens auf, woraus unscharfe Trennungen 
resultieren. Dieser Effekt wird noch gréBer, wenn der Kontakt mit der 
Kiihlflache nicht ganz gleichmaBig ist, was bei der verhaltnismaBig 
groBen Trennflache meist nicht zu vermeiden ist. Es bilden sich dann 
zwischen Kiuhlflache und Karton unregelmabige Kondensationszonen 
aus, was wiederum zu einer ungleichmaBigen Durchfeuchtung und dam:t 
zu unregelméBigen Feld- und Strémungsverhiltnissen fiihrt. Diese 
Schwierigkeiten werden, wie wir uns iiberzeugt haben, auch dann nicht 


wesentlich verbessert, wenn Folien aus undurchlissigen Kunststoffen | 


beiderseits des Kartons fest aufkaschiert werden. 


Wir haben daher einen anderen Weg beschritten, um das vollige | 
Austrocknen des Elektrophoresetragers zu vermeiden und gleichzeitig | 


die Joulesche Warme wirkungsvoll abzufiihren: 


Ein in einer feuchten Kammer frei hangender Filtrierkarton, der | 
als Trennflaiche dient, wird durch einen auf — 10° bis — 20° gekiihlten | 
Luft- oder Gasstrom von der einen Seite her gekiihlt. Da durch diese 7 
MaBnahme allein ein Verdunsten von Fliissigkeiten in Kauf genommen | 


werden mu, wird gleichzeitig Fliissigkeit von der anderen Seite auf- 


kondensiert. Das Aufkondensieren kann dadurch erreicht werden, da8 | 
man parallel zu dem Trennkarton einen mit Fliissigkeit befeuchteten | 
zweiten Karton anordnet, der durch eine Heizplatte schwach aufgeheizt © 
wird. Das abdampfende Wasser kondensiert dann auf der gekiihlten | 


Trennfliche. Durch geeignete Wahl der Kiihltemperatur und dem Grad 
der Aufdampfung hat man es in der Hand, den Elektrophoresetrager 
in seiner ganzen Ausdehnung feucht zu halten. Es ist dabei nicht un- 
bedingt erforderlich, Flissigkeit im Ma der erfolgten Verdampfung 


aufzukondensieren; es geniigt vielmehr, die Zufiihrung so zu lenken, | 
daB bei Verwendung von nicht fliichtigen Elektrolyten als Puffer- 7 


lésungen ein Auskristallisieren der Puffersalze vermieden oder bei Ver- 


wendung flichtiger Puffer (z. B. Pyridin/Eisessig/Wasser-Mischungen [| 
u. 4.) das Austrocknen des Bogens verhindert wird. In besonderen [ 
Fallen, namentlich bei Anwendung rasch saugender Trager und bei | 
schnellen Durchstrémungsgeschwindigkeiten kann auf Ersatz der Ver- | 
dunstungsverluste ganz verzichtet werden. Eine weitere Méglichkeit, die | 
Verdampfungsverluste zu ersetzen, ergibt sich durch dosiertes Bei- | 
mischen eines Aerosols zur Kiihlluft; diese MaBnahme fiihrt zu einer © 
besonders wirksamen Kiihlung, wenn es gelingt, den Bogen méglichst | 


gleichmaBig zu bestreichen. 


Nach einem friiheren Vorschlag von Durrum?! kann durch einen Zusatz 7 
von 15—20% Glycerin oder Propylglykol zur Pufferlésung die Verdunstung aus © 
dem Trigermaterial erniedrigt werden. Man erreicht nimlich damit eine Herab- | 


setzung des Dampfdruckes im Elektrophoresetriiger, so dai dieser in der feuchtig- 
keitgesittigten Kammer trotz seiner héheren Temperatur mit der umgebenden 
Atmosphire ins Wasserdampfgleichgewicht gesetzt werden kann. Allerdings ist 
besonders fiir die praparative Aufarbeitung die Anwesenheit von Glycerin usw. 
meist unerwiinscht. 


21 EK. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 73, 4875 [1951]. 
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Durch die geschilderten MaBnahmen konnte die Durchsatzleistung 
der kontinuierlichen Ablenkungselektrophorese in feuchter Kammer um 
etwa das Zwanzigfache der bisherigen Anordnungen gesteigert werden, 
so daB man in der Lage ist, etwa 6—8 g eines EiweiBabbaugemisches 
oder beispielsweise 40 com Serum pro Tag aufzutrennen. Die Trenn- 
schiirfe ist in dieser Anordnung bei vdélliger Konstanz der Ablenkung 
iiber Tage und Wochen besonders gut. 


I. Beschreibung der Apparatur 
1. Aufbau der Trennkammer 


Im wesentlichen wurde das allgemeine Aufbauprinzip unserer weiter 
entwickelten Trennkammer mit Filtrierpapier als Trager* ?? (Elphor 
V A*) beibehalten, ebenso die Gr6éBe der Trennflache und Zahl der Ent- 
nahmestellen. Zusiétzlich wurden zwei Verteilungsrohre fiir Kihlluft 
sowie eine Vorrichtung zum Ersatz der verdunsteten Flissigkeit an- 
gebracht. 


Abb. 1 zeigt schematisch den Aufbau der Trennkammer im Seitenschnitt, 
Abb. 2 stellt eine Aufnahme der Apparatur in der Frontansicht wihrend eines 
Trennversuches (Farbstofftrennung) dar. 

Ein in feuchtem Zustand 2—3 mm dicker Filtrierkarton (Abb. 1) wird aus 
der Wanne W, gleichmafig mit Pufferlosung versorgt. Das Niveau in der Wanne 
wird durch ein Mariottesches System in Verbindung mit der Puffer-Vorrats- 
flasche stets auf gleicher Héhe gehalten. Der Trennkarton wird lediglich an seinen 
beiden Langsseiten durch Andruckleisten mit Schaumgummi Sch an die Elek- 
trodenriume EH gepreBt. Als Elektroden dienen Platindrihte Pt von 0,6mm 
Durchmesser, die von unten nach oben mit Pufferlésung aus einer zweiten Vorrats- 
flasche mittels einer kleinen Umlaufpumpe stiindig bespiilt werden. Bei den ver- 
hiltnismaBig groBen Stromdurchgingen ist ein rasches Durchstrémen (0,5 1/Min.) 
der Elektrodenraume unumginglich, wenn py-Verschiebungen im Trennraum ver- 
mieden werden sollen. Die aus den Elektrodenriumen austretende Pufferlésung 
wird zusammen mit den Elektrolysenprodukten durch Silikonschliuche in das 
VorratsgefaB zvriickgeleitet und dort vermischt. Auf diese Weise kénnen schad- 
liche Gase, die sich an den Elektroden entwickeln, mit dem Trennbogen nicht in 
Berithrung kommen. Der Kontakt mit dem Filtrierpapier erfolgt iiber zwei Mem- 
branen M aus Cellophan, die zwischen die offenen Lingsseiten der Elektroden- 
kammern und den Filtrierkarton gebracht werden. Der Trennbogen endet unten 
in 42 Austropfspitzen, die jeweils 1 cm Abstand haben und in kleine Trichter 7' 
gefiihrt werden kénnen, um die austropfende Fliissigkeit ohne Zwischenschaltung 
von Schlauchen nach auBen zu leiten. Die gesamte wirksame Trennflache ist 42 cm 
breit und 40 cm hoch. Die Zufiihrung des zu trennenden Substanzgemisches erfolgt 
durch eine Offnung in der Vorderwand der Kammer mittels eines Kapillar- 
schlauches S. Der zur Kiihlung des Trennkartons erforderliche Kaltluftstrom wird 
in einem geschlossenen, getrennt aufgestellten Kilteaggregat mit zwei Kiihl- 


> kammern und Geblise erzeugt. Die Temperatur der Kihlluft wird durch auto- 


matische Steuervorrichtungen auf eine einstellbare Temperatur gebracht und 
konstant gehalten. Durch die Anwendung von zwei Luftkiihlkammern kann ein 
kontinuierlicher Betrieb aufrecht erhalten werden, wenn abwechselnd jeweils nur 
eine Kammer kiihlt, wihrend die andere, nicht im Betrieb befindliche, auf Ab- 








22 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 
* Hersteller Firma Bender & Hobein, Miinchen, Lindwurmstr. 71. 
5* 
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Abb. 1. Trennkammer im Seitenschnitt, schematisch. 


Zeichenerklirung: W, Pufferwanne, F Filtrierkarton (Trennbogen), Sch Schaum- 
gummiauflage, H Elektrodenriume, Pt Platinelektroden, MM Membran aus Cello- 
phan, Gl 2 abnehmbare Glasscheiben (Vorderwand), S Zufiihrung der Trenn- 
substanz zum Elektrophoresetriiger, 7’ Trichter, Z Zufiihrung des Kaltluftstroms, 
V Verteilungsrobr fiir Kaltluft, gleichzeitig Andruckleiste, O Luftaustrittift- 
nungen in Richtung Trennkarton, A,, A, Abluft, G beheizbare Glasplatte, H iso- 
lierte Heizdrihte, K Aufdampfkarton mit Lamellen ZL, W, Flissigkeitswanne. 


Io As ok ", _ ~ . ™ 7 
ANE Ia: NL ELSI alia eg Bi else puma aia halle 











vum- 
‘ello- 
enn- 


oms, 
toff- 
iso- 


nne, 





(19.58) | 








Bd. 211 (1958) Apparatur zur kontinuierlichen Ablenkungselektrophorese 69 





 tauen gestellt ist. Die Umsteuerung des Luft- oder eines indifferenten Gasstromes 
~ sowie die Verteilung des Kihlmittels geschieht automatisch, die Steuerung in 
© wihlbaren Intervallen durch ein Uhrwerk. 

Die Zufiihrung Z der Kihlluft zum Elektrophoresetriger erfolgt iiber zwei 
Verteilungsrohre V, die gleichzeitig die Andruckleisten (siehe oben) bilden. Die 
Rohre besitzen in Ric -htung zum Trennbogen nach unten gréer werdende Off- 
nungen O, durch welche die Kihlluft gleichmiBig iiber den Bogen verteilt wird. 
Die erwirmte und mit Feuchtigkeit angereicherte Abluft kann ‘durch die beiden 
Stutzen A, und A, nach auBen geleitet werden. 

Der Ersatz der vom Trennbogen abdampfenden Fliissigkeit erfolgt durch 
die Aufdampfvorrichtung hinter dem Trennbogen. Sie besteht aus einer Glas- 
platte G, die durch isolierte Heizdrihte H iiber einen Regeltransformator auf die 
~ gewiinschte Temperatur gebracht werden kann. Vor der Glasplatte und parallel 
' zur eigentlichen Trennfliche befindet sich ein zweiter, gut saugender Filtrier- 
~ karton K, der zur Vergr6éBerung seiner Oberflache noch zusitzlich eine Anzahl 
~ senkrecht und vertikal angeordneter Lamellen Z aus dem gleichen Material triigt. 
Er wird durch Nachsaugen von Fliissigkeit aus der Wanne W, stets gleichmabig 
feucht gehalten. 

; Als Stromquelle fiir den Elektrophoresetrager dient ein strom- 
-  stabilisierter Gleichrichter. Die Klemmenspannung kann bis zu 1500 Volt, 
\ die Feldstirke im Trennbogen bis zu 35 Volt/em betragen. Je nach 
’ Pufferkonzentration und Filtrierkartonstarke flieBen Stréme bis zu 
- 250 mA. Die durchschnittliche Wattleistung im Dauerbetrieb bei voller 
Auslastung der Apparatur liegt zur Zeit zwischen 200 und 250 Watt*. 


Bei dieser verhiltnismaifig hohen Belastung miissen Vorkehrungen fiir die 
Betriebssicherheit getroffen werden. So wird beispielsweise durch eine Relais- 
steuerung bei Nichterreichen der vollen Kiihlleistung der Gleichrichter abgeschaltet ; 
man beugt dadurch einer Zerst6érung der Apparatur durch zu starke Erhitzung 
vor. Als weitere VorsichtsmaBnahme dient eine Vorrichtung, die das Anlegen der 
Gleichspannung nur bei geschlossener Trennkammer erméglicht. 
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' 2. Durchfiithrung des Versuches 


Kin Filtrierkarton F (Abb. 1) wird zunachst gleichmaBig mit der 
fiir die Trennung geeigneten Pufferlésung getrainkt. Der so vorbereitete 
_ Elektrophoresetriager wird mit seinem oberen Rand in die Pufferwanne 
_ W, gehaéngt und mit seinen beiden Randern auf die mit Cellophan- 
membranen JZ verdeckten Lings6offnungen der Elektrodenkammer EF 
_ gedriickt. Durch die beiden Andruckleisten V mit Schaumgummiauflage 
_ Sch wird der Bogen so in seiner Lage festgehalten. Es ist dabei darauf 
zu achten, daB die Dichtung zwischen Membran und Elektrodenkammer 
vollstiindig ist, wovon man sich zweckmaBigerweise vor Beginn des 
_ Trennversuches tiberzeugt. SchlieBlich werden die 42 Entnahmezipfel 
am unteren Ende des Tragers in die dafiir vorgesehenen Trichter 7' 
' gefiihrt. Nach AnschluB aller Verbindungen wird zunachst der Trenn- 
\ karton mit Pufferlésung durchgespiilt und das Aggregat zur Erzeugung 
_ des Kaltluftstromes eingeschaltet. 


; Wenn die Gefahr besteht, daB sauerstoffempfindliche Substanzen beim Be- 
- streichen mit Kihlluft an der Oberfliche des Triigers veriindert werden, kann man 


* Die Apparatur wird durch die Firma Bender & Hobein Miinchen, Lind- 
wurmstr. 71, in den Handel gebracht. 
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die ganze Anlage mit Stickstoff fiillen, der im Umlauf mit dem geschlossenen | 


Kiihlgerat gehalten wird. Verluste von Stickstoff durch geringfiigige Undichthei ‘en 


in der Apparatur vermeidet man durch Anlegen eines Stickstoffiiberdruckes «ius 7 


einer Bombe. 


Hat der Kihlluftstrom die gewiinschte Temperatur von beispicls. g 


weise — 12° erreicht, kann die Aufdampfvorrichtung durch Einschalten 


des Heizstromes in Betrieb genommen werden (vg]. dazu Abschn. IT, 2). 9 


Dann wird sofort die Elektrodenspiilung in Gang gesetzt und die ze. 
wiinschte Gleichspannung an den Trennbogen angelegt. Nach Einstellung 
eines stationéren Gleichgewichtszustandes innerhalb der Trennkammer, 
was in der Regel die gleiche Zeit beansprucht, die eine Pufferfront zum 
Durchwandern des Trennbogens in vertikaler Richtung bendtigt (Durch. 


laufzeit), kann mit der Zufiihrung des Substanzgemisches begonnen 7 


werden. Wir verwenden dazu eine automatische Dosiervorrichtung, 
deren Geschwindigkeit wahlweise eingestellt werden kann und die eine 


sehr gleichmaBige Zuftihrung auf den Trennbogen erlaubt. Nachdem die ~ 
getrennten Fraktionen den unteren Rand des Trennkartons erreicht / 


haben, werden unter die Auffangtrichter Glaser von je 80 cem Inhalt 
gestellt. Bei einer durchschnittlichen Austropfgeschwindigkeit von 50 


bis 100 cem pro Stunde iiber die gesamte Breite des Bogens muB taglich © 
einmal das Gestell mit den Auffangglasern gewechselt werden. Die War. | 
tung der Apparatur wahrend des kontinuierlichen Betriebes kann sich 7 
ansonsten auf gelegentliches Nachfiillen von Pufferlésung in die Vorrats. 7 
flasche (Abb. 1) sowie 6fteren Wechsel der Elektrodenspiilfliissigkeit ~ 


(z. B. 51 pro Tag) beschranken. 

Wie oft die Elektrodenfliissigkeit zu erneuern ist, richtet sich nach der an- 
gelegten Feldstiirke, dem Strom und der verwendeten Pufferlésung. Wenn sich 
das pu der Elektrodenspiilfliissigkeit um mehr als 0,5 py-Einheiten verindert 
hat, ist auf jeden Fall ein Wechsel vorzunehmen. Eine 6ftere Erneuerung empfiehlt 
sich auch dann, wenn man einzelne Fraktionen, auf die kein Wert gelegt wird, 
durch starke Ablenkung in die Elektrodenriume abwandern laBt (beispielsweise 
bei der elektrophoretischen Entsalzung s. u.). 


II. Methodische Einzelheiten 


1. Pufferlésungen 


Die Wahl des Puffers richtet sich nach der Art der zur Trennung 
bestimmten Substanzgemische. Das geeignete px ist zweckmaBigerweise 
durch Vorversuche, am einfachsten in der diskontinuierlichen Zonen- 
elektrophorese, auf Filtrierpapierstreifen festzustellen. 

Gegebenenfalls empfiehlt sich ein Vorversuch in kontinuierlicher Arbeits- 
weise, indem man einen Filtrierpapierbogen in die Apparatur einlegt (auf 
Kiihlung kann in diesem Fall verzichtet werden). Nach durchgefiihrter Trennung 
werden, falls nétig, die Wanderungswege durch iibliche Anfirbeverfahren sicht- 
bar gemacht. 

Das Anfarben von Filtrierkartons ist schwierig, da durch die starke Saug- 
fiihigkeit des Kartons die Zonen beim Trocknen sehr rasch verwaschen. Man kann 
sich in diesem Fall behelfen, indem man durch Herausnahme des Trennkartons 
aus der Apparatur einen Abklatsch auf Filtrierpapier herstellt und diesen wie 
iiblich anfarbt, 


pet cet 


rs 


ee pei 


Rares 





Se Wim Ohl Bae 


Si it 








e 2e 


mer, 
zum © 





urch. 
nnen | 


bung, © 
eine © 
n die © 
eicht © 


thalt 


n 50 
glich | 
War- & 


sich 7 


rats- 
rkeit 


r an- 

sich 
idert 
fiehlt 
wird, 
weise 


ung 
eise 
1en- 


eits- 
(auf 
jung 
cht- 


Aug- 
ann 
tons 

wie 





llung © 





=~ 





4 











Bd. 311 (1958) Apparatur zur kontinuierlichen Ablenkungselektrophorese 71 





Die Ionenstirke der Pufferlosung soli im Durchschnitt « = 0,02 
bis 0,03 betragen. Geringere Konzentrationen ergeben unscharfe Tren- 
nungen, héhere zu hohe Stromstarken und damit unnétig groBe Joulesche 
Wirmeentwicklung. 

Kinen groBen Vorteil bietet die Verwendung fliichtiger Puffer, die 
im Idealfall zusammen mit Wasser ein azeotropes Gemisch bilden, wie 
dies z. B. einigermaBen fiir den Pyridin/Essigsiure-Puffer von pu 4,9 
gilt’. Einerseits werden unerwiinschte Anreicherungen von Puffersalzen 
durch Verdunstung vermieden, andererseits kann wegen der vollstan- 
digen Flichtigkeit des Puffers (Gefriertrocknung) mit der elektropho- 
retischen Trennung eine Entsalzung des zu trennenden Gemisches er- 
reicht werden. Evtl. vorhandene anorganische Ionen werden infolge 
ihrer gr6Beren elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit bei rich- 
tiger Wahl der Bedingungen aus dem Trennbogen vor Erreichen der 
Austropfspitzen seitlich auswandern und mit der Elektrodenspiilung 
fortgefiihrt. Selbstverstindlich missen im Fall der Verwendung fliich- 
tiger Puffergemische die Verdampfungsverluste durch Aufkondensieren 
von Puffern gleicher Zusammensetzung ersetzt werden, da anderenfalls 
beim Aufdampfen von Wasser, wie es bei Verwendung nichtfliichtiger 
Puffer tiblich ist, eine Verringerung der Elektrolytkonzentration im 
Trager resultieren wiirde. 


2. Das Strémen der Pufferlésung 
(Einfliisse durch Verdunstung und Ersatz der Verdampfungsverluste) 


Die Str6mungsverhaltnisse durch den Trennbogen hingen u. a. weit- 
gehend von den Eigenschaften des verwendeten Tragermaterials ab. 

In Tab. | sind fiir drei der bisher verwendeten Filtrierkartons neben 
der Angabe ihrer Dicke und ihres Gewichtes die Durchlaufzeiten sowie 
die Durchsatzmenge von Pufferlésung angegeben, wenn man den Karton 
ohne Anlegen einer Spannung durch Ansaugen von Flissigkeit aus der 


Tab. 1. Vergleich verschiedener Filtrierkartons. (Die Zahlenangaben sind Durch- 
schnittswerte. ) 











Dicke | Gewicht Stromdurch- 
Durch- : 
é Mareen cem Durch- laufzeit gang in mA 
Filtrierkarton a. fiir die " _— 
r'rennbreite T . Pyridin 
2 ‘ rennstrecke| po“. | 
mm g/m? 42 cm gy hn Ussigsiure- 
. : Puffer, pH 4,9 
Schleicher & Schill 
Nr. 2230 rs 850 50 5 Stdn. 210 
Schleicher & Schill 
Nr. 2651 1,8 590 70 3 Stdn. 170 
Binzer Nr. 230 1,8 480 120 1% Stdn. 165 
Binzer Nr. 231 3,0 700 300 ]!/, Stdn. 260 

















*3- H. Michl, Mh, Chem. 82, 489 [1951 ]. 
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Puffervorratswanne von oben nach unten durchstrémt. In der letzten 
Spalte der Tabelle ist die Starke des durchgehenden Stromes angefiihrt, 
der sich nach Anlegen einer Spannung von 1000 Volt bei Durchsatz von 
Pyridin-Puffer pu 4,9 (vgl. Abschn. III, Trennbeispiel 1 und 2) ergibt. 
Abgesehen von den gegebenen Sauggeschwindigkeiten und Dure}- 
satzmengen der verschiedenen Kartons gibt es noch zusitzliche Méglic)- 
keiten, die Str6mungsgeschwindigkeit des Puffers zu beeinflussen. Eine 
MaBnahme besteht z. B. darin, daf man den Bogen an seinem oberen 
Rand in mehr oder weniger breite Zipfel ausschneidet und damit die 
DurchfluBgeschwindigkeit entsprechend verringert. 


Kine weitgehendere Beeinflussung der Durchsatzmenge kann dadurch er- 
reicht werden, daB man den Trennbogen iiber mehrere Zapfstellen an seinem 
oberen Rand eine genau dosierte Menge Puffer, beispielsweise aus einer Schlauch- 
pumpe** zufiihrt. Man erreicht damit besonders gleichmaige Strémungsbedin- 
gungen; allerdings erfordert die MaBnahme einen gewissen apparativen Aufwand. 


Die Entscheidung, welcher Karton und welche Durchlaufgeschwin- 
digkeiten fiir eine vorzunehmende Trennung am geeignetsten sind, richtet 
sich in erster Linie nach Substanzgemisch und der elektrophoretischen 
Beweglichkeit der Teilchen. Um eine méglichst weitgehende Trennung 
zu erreichen, sind zweckmaBigerweise Feldstirke und Strémungsge- 
schwindigkeit so zu wahlen, da® fiir die Ablenkung der Fraktionen die 
gesamte Trennbogenbreite ausgenutzt wird. Schnell saugende Kartons 
eignen sich daher- vornehmlich nur fiir die Trennung elektrophoretisch 
rasch wandernder Substanzen. 


Fiir die Verwendung stirkerer Filtrierkartons mittlerer Sauggeschwindig- 
keiten und gegen die Anwendung zu rascher Durchstr6mungsgeschwindigkeiten, 
die fiir eine geniigend weite Ablenkung hohe Feldstirken erfordern, spricht fol- 
gende Uberlegung: 

Unter angenommenen Bedingungen soll in einem Trennversuch bei einer 
angelegten Spannung von 1000 Volt ein Strom von 100 mA flieBen (100 Watt). 
Die Durchlaufzeit tiber die Trennstrecke von 40 cm betrage 2 Stdn., die dem 
Trennbogen zugefiihrte Substanzmenge 150 mg/Stde. Soll der Substanzdurchsatz 
auf das Doppelte, also auf 300 mg/Stde., bei gleicher Ablenkung und Trennschiirfe 
erhéht werden, miiBte der Trennbogen bei gleicher Durchlaufgeschwindigkeit 
doppelt so stark gewihlt werden. Bei 1000 Volt Spannung wiirde dann, bei Ver- 
wendung des gleichen Puffers, ein Strom von 200 mA flieBen (200 Watt). 

Eine Erhéhung des Durchsatzes der Trennsubstanz auf 300 mg/Stde. kann 
aber auch erreicht werden, wenn man den Trennbogen mit der doppelten Ge- 
schwindigkeit durchstrémt (1 Stde. Durchlaufzeit). Soll der gleiche Ablenkungs- 
winkel und damit gleiche Auftrennung erzielt werden, miiBten 2000 Volt angelegt 
werden, wobei ein Strom von 200 mA flieBen wiirde (400 Watt). 

Die Steigerung der Durchsatzmenge auf das Doppelte ist also im ersten Fall 
mit der doppelten, im zweiten Fall mit der vierfachen Wattaufnahme verbun- 
den, da — wie schon oben erwahnt — die Wattleistung und damit die Joulesche 
Wiarme mit dem Quadrat der Feldstiirke anwiichst. 


Die Stromungsgeschwindigkeit der Pufferlésung und damit die Ver- 
weilzeit der zu trennenden Substanzen im elektrischen Feld ist aber 
auch abhangig von dem Grad der Aufdampfung zum Ausgleich der 





“4 Vel. I. Brattsten, Ark, Kemi 4, 503 [1951]. 
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Verdampfungsverluste. Bei zu geringem Aufdampfen, d.h. wenn das 
Verhiltnis verdunstende Fliissigkeit : aufkondensierender Fliissigkeits- 
menge einen zu hohen Wert annimmt (gr6Ber als 1), trocknet der Bogen 
mehr oder weniger aus. Die Folge davon ist, daB durch Kapillarwirkung 
in verstiarktem MaB Fliissigkeit aus der Pufferwanne nachgesaugt wird, 
wobei sich ein Geschwindigkeitsgefille der Elektrolytstr6mung innerhalb 
der T'rennregion von oben nach unten ausbildet. Die Verweilzeit der 
Teilchen im elektrischen Feld wird demnach in den oberen und unteren 
Regionen des Trennbogens unterschiedlich sein. In besonders ungiin- 
stigen Fallen werden daher die Wanderungswege zu den Elektroden 
hin abgelenkt, und es resultieren gekriimmte Bahnen. Die Abkriimmung 
kann allerdings dadurch kompensiert sein, daB unter solchen Versuchs- 
bedingungen auch das elektrische Feld im stationairen Zustand infolge 
Erhéhung der Elektrolytkonzentration nach unten zu nicht einheitlich 
ist (ausgenommen bei azeotropen Gemischen)?°. 

Zur Erzielung einer in allen Teilen des Tragers gleichmaBigen Fliis- 
sigkeitsstromung miiBte der Ersatz von Feuchtigkeit genau im MaBe 
der stattfindenden Verdampfung gleichmaBig tiber den gesamten 
Elektrophoresetrager erfolgen. 

Diese Voraussetzung ist Grundbedingung in einer Anordnung zur diskon- 
tinuierlichen Hochspannungselektrophorese, die sich bei uns bewihrt hat und 
wobei ein freitragender Elektrophoresetriger durch eine im geringen Abstand 
angebrachte Kiihlplatte von oben gekiihlt und der Feuchtigkeitsverlust von unten 
durch Aufdampfen kompensiert wird ®. 

Wie schon erwahnt, ist diese Forderung jedoch im Falle der kon- 
tinuierlichen Ablenkungselektrophorese nicht notwendig und auch gar 
nicht anzustreben. Durch eine Unterbilanz an zugefiihrter Feuchtigkeit 
erreicht man eine oft gewiinschte Konzentrierung der Fraktionen mit 
dem Vorteil, daB beispielsweise bei anschlieBender Gefriertrocknung 
keine allzu groBen Flissigkeitsmengen zu verarbeiten sind. 

In dem weiter unten angefiihrten dritten Versuchsbeispiel (Serumstrennung) 
hatte der in 1 Stde. bei 1000 Volt und 250 mA durch den Bogen hindurchtretende 
Strom (0,25 kWh = 215 keal) ausgereicht, um etwa 370 ccm Wasser zu _ ver- 
dampfen. Die dem Trennbogen aus der Pufferwanne zugefiihrte Puffermenge be- 
trug 337 cem/Stde., die unten austretende Fliissigkeitsmenge 86 ccm/Stde. Dem- 
nach sind dem Elektrophoresetriger aus seiner Umgebung rund 120 ccm/Fliissig- 
keit/Stde. zugefiihrt worden. Diese Menge 1eichte aus, um den Filtrierkarton 
nicht austrocknen zu lassen bzw. das Auskristallisieren von Puffersalzen zu ver- 
hindern, 

Es geniigt in den meisten Fallen, den Karton der Aufdampfvor- 
richtung um 5° warmer zu halten als den Elektrophoresetrager, um 
eine geniigende Menge Fliissigkeit aufzukondensieren. In besonderen 
Fallen, wo rasche Durchstr6mungsgeschwindigkeiten angewendet werden 
kénnen, kann sogar auf eine besondere Aufdampfung ganz verzichtet 
werden (s. unten, 2. Trennbeispiel). 

25 Vol. dazu Z. Puéar, Croatica chem. Acta 28, 195 [1956]. 
°6 LL. Baumgartner, Dissertat. Universitit Miinchen 1958. 
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III. Trennbeispiele 


1. Trennung einer Farbstoffmischung 


Um die Konstanz der Wanderungsverhiiltnisse im Elektrophorese. 7 
trager zu priifen, verwendet man als Trennsubstanz zweckmaBigerweise 





Abb. 2. Trennkammer in der Gesamtansicht waihrend eines Trennversuchs 
(Farbstofftrennung). 


eine Farbstoffmischung, die im vorliegenden Fall durch Mischen gleicher 
Teile von Bromphenolblau, Bromkresolgriin, Kresolrot, Kresolpurpur 
und Saurefuchsin erhalten wurde (100 mg Mischung in 10 cem Puffer). 
Der Filtrierkarton Schleicher & Schiill Nr. 2651 wurde mit Pyridin/ 
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Essigsiure-Puffer, bestehend aus 100 ccm Eisessig + 80 cem Pyridin in 
30/ Wasser, pu 4,9, durchstromt. Bei einer angelegten Klemmen- 
spannung von 800 Volt floB ein Strom von 130 mA. Bei einer Kihlluft- 
temperatur von — 8° konnte im Inneren des Elektrophoresetragers eine 
durchschnittliche Temperatur von 16° gemessen werden (Widerstands- 
thermometer). Der Filtrierkarton der Abdampfvorrichtung (Binzer 
K 231) wurde auf + 20° gehalten. Die Durchlaufzeit durch den Trenn- 
karton betrug 23/, Stdn. (Substanzzufuhr 1 cem/Stde.). Abb. 2 zeigt den 
Verlauf der Wanderungswege wihrend des Versuches. Die Wanderungs- 
wege erschienen weitgehend geradlinig, die Trennscharfe und der Grad 
der Ablenkung blieben tiber mehrere Tage vollkommen konstant. 


2. Auftrennung von Abbaupeptiden 


Zur Auftrennung von Abbaupeptiden, die durch enzymatische 
Spaltung von Prokollagen mit krist. Trypsin erhalten worden waren?’, 
wurde der Trennkarton Binzer Nr. 230 verwendet, der verhaltnismabig 
kurze Durchlaufzeiten und groBe Durchsatzmengen erméglichte. Der 
verwendete Puffer von py 4,9 hatte die bei der Farbstofftrennung an- 
gegebene Zusammensetzung. Nach Anlegen einer Klemmenspannung 
von 1000 V, entsprechend einer Feldstarke von 23 V/cm, floB ein Strom 
von 160 mA. Der Kihllufttemperatur von — 12° entsprachen im Trenn- 
bogen etwa + 18°. Die dem Trennbogen oben zugefiihrte Menge Puffer- 
losung betrug 190 cem/Stde., die austretende 76 ccm/Stde. (gemessen 
iiber die gesamte Breite des Bogens). Die Durchlaufgeschwindigkeit war 
11/, Stdn./40 cm Trennstrecke. Infolge der raschen Durchstr6mung 
konnte auf Ersatz der von dem Bogen verdampfenden Fliissigkeit 
durch gesondertes Aufdampfen verzichtet werden. 

In kontinuierlichem Betrieb wurden innerhalb von 8 Tagen 47 g 
Abbaugemisch aufgetrennt. Das entspricht einer Tagesleistung von nahe- 
zu 6 g, die, jeweils in 25 ccm Puffer gelést, dem Trennkarton zugefihrt 
wurden. Die Verteilung der in den Auffangglischen gesammelten Frak- 
tionen wurde taglich mittels quantitativer Ninhydrinreaktion aliquoter 
Teile (0,2 com Probeentnahme pro Glaschen) kontrolliert. Abb. 3 zeigt 
die graphische Auswertung der MeBergebnisse. Wahrend der gesamten 
Versuchsdauer blieb die Verteilung vollkommen konstant, die einzelnen 
Fraktionen wurden taglich ihren zugehérigen Auffangglaischen entnom- 
men. Nach Gefriertrocknung, wobei der Pyridin/Essigsiure-Puffer vollig 
vertrieben wird, erhielten wir salzfreie, teilweise bereits einheitliche 
Peptidfraktionen. 

In einem anderen Versuch zur Trennung der Abbaupeptide konnten bei Ver- 
wendung des etwas stirkeren Kartons Binzer Nr. 23] nach Anlegen einer Spannung 
von 1100 V (280 mA) bei etwa gleicher Durchstr6mungsgeschwindigkeit 8 g des 
Abbaugemisches pro Tag aufgetrennt werden. 





2? W. GraBmann, K. Hannig, H. Endres u. A. Riedel, diese Z. 306. 
123 [1956]. 
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Abb. 3. Verteilungskurve elektrophoretisch getrennter Abbaupeptide (erhalten 
durch fermentative Spaltung von Prokollagen mit Trypsin). 
Filtrierkarton Binzer 230, Pyridinpuffer py 4,9, 1000 V, 160 mA, 
Kithlluftstrom 12°, 

3. Serumtrennung 


Die Kurve in Abb. 4 zeigt die EiweiBverteilung in den Auffang- 
glischen nach Auftrennung von 28 cem Normalserum in der beschrie- 
benen Anordnung. Die EiweiBkonzentration wurde durch Messung der 
UV-Absorption bei 280 mu ermittelt. Der Kurvenverlauf zeigt deutlich 
die typische EiweiBverteilung der Serumproteine. 

28 ccm Normalserum wurden zunichst 48 Stdn. gegen einen Veronalpuffer, 
pu 8,6 (10,0 g Veronal + 41,2 g Veronalnatrium in 91 Wasser), bei 2° dialysiert. 
Die Trennung erfolgte bei 1000 V und 250 mA unter Verwendung der gleichen 
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Glaschen Nr —>— 
Abb. 4. Eiweif8verteilungskurve eines elektrophoretisch getrennten Serums. 
Filtrierkarton Binzer Nr. 231, Veronalpuffer pu 8,6, 4 = 0,025; 1000 V, 250 mA. 
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Pufterlédsung auf dem Filtrierkarton der Firma Binzer Nr. 231, dessen oberer 
Rand in fiinf Zipfel zu je 2 cm Breite ausgeschnitten worden war (geringere Puffer- 
gufiiirung). Die oben zugefiihrte Puffermenge betrug 337 ccm/Stde., die unten 
austropfende Fliissigkeitsmenge 86 ccm/Stde.; Kihllufttemperatur — 15°, Trenn- 
bogentemperatur + 18°, Filtrierkarton der Aufdampfvorrichtung + 23°. Die 
Durchlaufzeit war 24% Stdn. pro 40 cm Trennstrecke. Die Serumlésung, der zur 


c) 
a) 

d) 
b) e) 





Oy 


Abb. 5. Elektrophoretische Reinheitspriifung der préparativ getrennten Serum- 
fraktionen in der Tiselius-Apparatur. 
Michaelis-Puffer, pu 8,9, = 0,1 (modifiziert nach Wiedemann‘, 2°, 20 mA, 
aufsteigende Banden, 4000 sek. 
a) Albumin (GI. Nr. 24). Elektroph. Beweglichkeit w= 8,1 x 1075 em?/Volt-sec. 
b) a,-Globulin + Albumin (GJ, Nr.21 + 22) Elek- 


troph. Beweglichkeit u= 7,4 x 107° em?/Volt-sec. 
¢) x -Globulin (Gl. Nr. 19 + 20). Elektroph. 
Beweglichkeit u = 5,5 x 10-5 cm?/Volt-sec. 


d) £-Globulin (Gl. Nr. 17). Elektroph. Beweglichkeit w= 3,8 x 10~> cm?/Volt-sec. 
e) y-Globulin (Gl. Nr. 10, 11, 12). Elektroph. 
Beweglichkeit u=1,5~x 10-5 cm?/Volt-sec. 


Sichtbarmachung der Albuminfraktion eine Spur Bromphenolblau zugesetzt war, 
wurde innerhalb von 18 Stdn. dem Trennbogen zugefiihrt. Der Weg der Albumin- 
fraktion war weitgehend geradlinig. Nach erfolgter Auftrennung wurden die 
Fraktionen durch Gefriertrocknung eingeengt und jede einzelne anschliebend gegen 
Veronalpuffer, pH 8,9, 4 = 0,1, nach Wiedemann?® 48 Stdn. bei dreimaliger 
Puffererneuerung dialysiert. Nach Einstellung gleicher Volumina wurde mit ali- 
quoten Teilen die Konzentration auf Grund der Extinktion bei 280 my ermittelt. 
Die kleine Vorfraktion vor dem Albumin (Abb. 4) entspricht dem tryptophan- 
reichen Priialbumin??, 


28 


28 Ic. Wiedemann, ,,Elektrophorese** in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Hand- 
buch d. Physiol. u. pathol.-Chem.-Analyse, 10. Aufl. I. Bd. 8.54, u. aw. S. 85, 
Springer-Verlag, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1953. 

*9 H. E. Schultze, M. Schénenberger u. G. Schwick, Biochem. Z. 328, 
267 [1956]. 

* Firma Striibin & Co., Basel, Gerbergasse 25. 
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Die Reinheitspriifung der einzelnen Fraktionen erfolgte in doer 4 


Tiselius-Apparatur (Fokal-B*). Abb. 5 zeigt das Ergebnis. 


Die Serumfraktionen Albumin, o,-, #- und y-Globulin wurden 3 
elektrophoretisch einheitlich gefunden. «,-Globulin (Glaschen 21, 22 7 
Abb. 4) konnte jedoch vom Albumin nicht vollstandig abgetrenit | ~ 


werden. 
Zusammenfassung 


ts wird eine Methode und Apparatur zur kontinuierlichen Trennurg 


von Stoffgemischen auf Filtrierkarton durch Ablenkung im elektrischen 


Feld beschrieben, wobei die Durchsatzleistung gegeniiber den bishcr 
verwendeten Anordnungen auf Filtrierpapier als Elektrophoresetrager 
um das Zwanzigfache gesteigert werden konnte. 

An Hand von Beispielen wird die priiparative Trennung von Far). 
stoffgemischen, von Abbaupeptiden und von Serum beschrieben. 


Summary 


A method and apparatus is described to separate continuously 
mixtures of substances on filter cartons by deviation in an electric field. 
The efficiency of amounts of substances separated is increased twenty- 
fold in comparison with earlier arrangements of filter paper as carriers 
for electrophoresis. 

Examples illustrate the preparative separation of dye mixtures, 
degraded polypeptides, and serum. 
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Uber den Weiselzellenfuttersaft der Honigbiene, II 


Isolicrung von 2-Amino-4-hydroxy-6-[ 1.2-dihydroxy-propy] |- 


oye 4 
ng f pteridin 
En is Von 
her , 
Adolf Butenandt und Heinz Rembold 
yor 
> 
Aus dem Max-Planck- Institut fiir Biochemie, Miinchen 
tb- 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18, Februar 1958) 


Wolfgang GraBmann zum 60. Geburtstag 


Nach der Untersuchung der Lipoidfraktion des Weiselzellenfutter- 
ly | saftes der Honigbiene, die zur Entdeckung der 10-Hydroxy-A?-decen- 


d, siure2 fiihrte, haben wir uns auch mit den wasserléslichen Anteilen des 
Y- | ,,Gelée royale‘ beschiftigt und insbesondere nach Stoffen gesucht, deren 
"3 | Vorkommen im K6niginnenfutter noch nicht beschrieben wurde. 


Bei papierchromatographischer Fraktionierung von Weiselfutter 
war uns schon zu Beginn unserer Untersuchungen eine in geringer 
Konzentration vorkommende Substanz aufgefallen, die im UV-Licht 
(260 mu) schwach blau fluoresziert. Es gelang uns, soviel von diesem 
Stoff aus Papierchromatogrammen zu eluieren, daB wir sein UV-Spek- 
trum aufnehmen konnten: Der Verlauf des Spektrums, das — gemessen 
in 0,l-n. Natronlauge — zwei Maxima etwa um 260 und 370 mw zeigte, 
deutete im Verein mit der Fluoreszenz auf das Vorliegen eines Pterins hin. 

Natiirlich vorkommende Pterine haben in den letzten Jahren in 
steigendem Mae interessiert?. Daher haben wir uns bemiiht, das im 
Weiselfutter vermutete Pterin zu isolieren und seine Konstitution zu 
kliren. Nach orientierenden Vorversuchen wurden 500g Gelée royale 
bei Rotlicht auf das Pterin hin aufgearbeitet; jeder Fraktionierungs- 
schritt wurde durch papierchromatographische Untersuchung im System 
n-Butanol/Eisessig/Wasser (20:3:7) kontrolliert. Auf einem im Versuchs- 
teil beschriebenen Wege gelang es uns, 4,70 mg einer papierchromato- 
graphisch und elektrophoretisch einheitlichen gelben Substanz zu isolie- 
ren, die sich als 2- Amino-4-hydroxy-6-[L-erythro-1.2-dihydroxy- 
propyl]-pteridin (I) (,,Biopterin“) erwies. 


' Dissertation H. Rembold, Stuttgart 1957; vorl. Mitteil.: H. Rembold, 
Vortrag auf der Tagung der Physiol.-Chem. Gesellschaft, Basel, September 1957. 

2 A. Butenandt u. H. Rembold, I. Mitteil. dieser Reihe: diese Z. 308, 284 
[1957]. 

3 Zusammenfassungen: P. Karrer u. M. Viscontini, Soc. Biol. Chemists, 
India, Souv. 1955, 151; J. Ziegler-Giinder, Biol. Rev. 31, 313 [1956]. 
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Das Pterin I ist 1955 von Patterson und Mitarbeitern? aus menschlichem 
Harn isoliert und als ,,Biopterin** bezeichnet worden. Die Konstitution wurde durch 
Synthese gesichert®. Etwa gleichzeitig isolierten Forrest und Mitchell® aus 
Drosophila melanogaster ein Pterin, dem sie dieselbe Konstitution I zuschrieben, 
und Viscontini und Mitarbeiter? gewannen ebenfalls aus Drosophila melanogaster 
ein Pterin, dessen Identitaét mit dem von Forrest und Mitchell beschriebenen 
Produkt ihnen sichergestellt scheint, obwohl sie sich im Hinblick auf die Konfi- 
guration der Seitenkette noch zuriickhaltend dufsern*). Das gleiche Pterin scheint 
bei der Mehlmotte Ephestia Kiihniella® und beim FluBkrebs Astacus fluviatilis' 
vorzukommen. ; 


Die Identitat unseres Pterins aus Weiselfuttersaft mit dem in der 
Literatur beschriebenen 2-Amino-4-hydroxy-6-[1.2-dihydroxy- 
propyl|-pteridin (I) geht aus folgenden Befunden hervor: 

1. Das UV-Spektrum des Weiselfutterpterins zeigt zwei Maxima: in 
0,1-n.-NaOH bet 255 und 363 my, in 0,1l-n. HCl bei 248 und 323 mu. 
Der Verlauf des Spektrums entspricht véllig dem fiir das Pterin I in der 
Literatur beschriebenen. 

2. ErwartungsgemaéB liefert das Weiselfutterpterin (0,29 mg) mit 
Kaliumpermanganat in 0,1l-n. alkalischer Loésung die 2-Amino-4- 
hydroxy-pteridin-carbonsaéure-(6) (II), die durch Vergleich der 
Ry-Werte und der UV-Spektren mit synthetisch bereiteter Saure II 
eindeutig identifiziert wurde. 

3. Der papierchromatographische Vergleich des Weiselpterins mit 
einer uns von Herrn Prof. Viscontini freundlichst iiberlassenen Probe 
seines Drosophila-Pterins ergab ein véllig identisches Verhalten. Wir er- 
mittelten fiir beide Stoffe folgende Ry-Werte: 


4 E. L. Patterson, H. T. Broquist, A. M. Albrecht, M. H. von Saltza 
u. E. L. R. Stokstad, J. Amer. chem. Soc. 77, 3167 [1955]; E. L. Patterson, 
M. H. von Saltza u. E. L. R. Stokstad, ebenda 78, 5871 [1956]. 

5 E. L. Patterson, R. Milstrey u. E. L. R. Stokstad, J. Amer. chem. 
Soc. 78, 5868 [1956]. 

6 H.S. Forrest u. H. K. Mitchell, J. Amer. chem. Soc. 77, 4865 [1955]. 
7 M. Viscontini, M. Schoeller, E. Loeser, P. Karrer u. E. Hadorn, 
Helv. chim. Acta 38, 397 [1955]; M. Viscontini, E. Loeser, P. Karrer und 
EK. Hadorn, Helv. chim. Acta 88, 1222 (1955); M. Viscontini, E. Loeser, 
P. Karrer u. E. Hadorn, Helv. chim. Acta 38, 2034 [1955]. 

8 M. Viscontini u. H. Raschig, Helv. chim. Acta 41, 108 [1958]. 

® M. Viscontini, A. Kihnu. A. Egelhaaf, Z. Naturforsch. 11b, 501 [1956]. 

10M. Viscontini, H. Schmid u. E. Hadorn, Experientia [Basel] 11, 390 
[1955]. 
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In n-Butanol/Eisessig/Wasser (20:3:7) . . . . 0,26 
3-proz. NH,Cl-Lésung .......... 0,64 
4-proz. Natriumcitrat-Lésung ...... . 0,47 
Pyridin/Essigester/Wasser (4:3:3) ..... 0,59 
n-Propanol/1-proz. Ammoniak (2:1) . . . . 0,31 
Kollidin/Lutidin/Wasser (1:1:2)...... 0,62 


4, In Anlehnung an die von Patterson und Mitarbeitern® beschrie- 
bene Synthese des Pterins I und unter Verwendung der von Weygand 
und Mitarbeitern!! veréffentlichten Erfahrungen bei der Darstellung der 
entsprechenden Tetrahydroxy-butyl-Verbindung synthetisierten wir uns 
eine Vergleichsprobe des Pterins I. Sie erwies sich in allen Eigenschaften 
als identisch mit dem Pterin aus Weiselfutter. 

Naturgema8 hat uns besonders die Frage interessiert, ob sich das 
Pterin I auch im Arbeiterinnenfutter der Honigbiene befindet. Bei 
einer vergleichenden Untersuchung verschiedener Proben von Arbeite- 
rinnenfutter der Monate Juni und Juli haben wir in keinem Fall das 
Pterin I nachweisen kénnen, wahrend es in allen von uns darauf ge- 
priiften Weiselfuttersaften stets vorhanden war. Bemerkenswerter- 
weise fiihrte die Aufarbeitung von Larven wiahrend der gleichen 
Sommermonate zu einem entsprechenden Ergebnis: Das Pterin I konnte 
nur in K6niginnen-, nicht aber in Arbeiterinnenlarven nachgewiesen 
werden. Es hat den Anschein, als ob im Pterin I erstmalig eine fiir 
Weiselzellenfuttersaft charakteristische Substanz aufgefunden wurde! 
Ob sie an dessen physiologischer Wirkung beteiligt ist, bedarf der 
Klarung, jedoch ist in diesem Zusammenhang vielleicht von Interesse, 
auf den Befund!? hinzuweisen, daB beim Protozoon Crithidia fasciculata 
das Pterin I und Folsaure eine synergistische Wachstumswirkung ent- 
falten, somit also eine physiologische Wirkung des ,,Biopterins“ bekannt 
ist, die auch zu seinem Nachweis verwendet werden kann. 

Fiir die groBziigige Uberlassung von Ausgangsmaterial haben wir wiederum 
Herrn Dr. K. A. Forster, Fa. H. Mack Nachf., Illertissen, herzlich zu danken. 
Bei der Durchfiihrung der Elektrophorese leistete uns Herr Dozent Dr. W. Pflei- 
derer, Techn. Hochschule Stuttgart, wertvolle Hilfe. 


Beschreibung der Versuche 


1. Isolierung des Pterins I aus Weiselzellenfuttersaft 


500 g Weiselzellenfuttersaft wurden in 700 ccm Methanol homogenisiert und 
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde, dreimal mit je 700 ccm Methanol/Wasser 
(3:2) extrahiert. Die vereinigten Extrakte enthielten alles vorhandene Pterin; sie 
wurden auf etwa 500 ccm eingeengt und zur Entfernung der Lipoide viermal mit 
je 250 cem Ather extrahiert. Die waBrige Lésung wurde 30 Min. mit 25g 
Carboraffin C geschiittelt, das alles Pterin adsorbiert und es dadurch von einem 
groBen Teil der Begleitstoffe (Zucker, Aminosiuren) abtrennt. Die Kohle wurde 
anschlieBend (in der Zentrifuge) mit Wasser und mit 0,01-n. HCl gewaschen, wo- 
durch nochmals ein groBer Teil der anhaftenden Begleitstoffe, jedoch kein Pterin 


1 F, Weygand, A. Wacker u. V. Schmied-Kowarzik, Chem. Ber. 82, 
25 [1949]. 

22H. P. Broquist u. A. M. Albrecht, Proc. Soc. exp. Biol. 89, 178 [1955]. 
6 
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entfernt werden konnte. Zur Desorption des Pterins von der Aktivkohle wurde 
diese viermal mit je 300 ccm 0,3-n. Ammoniak/Aceton (1:1) ausgezogen. 

Der nach dem Abdestillieren des Lésungsmittels verbliebene hellbraune Sirup 
wurde durch eine Saulen-Verteilungschromatographie an Cellulosepulver mit dem 
System _n.-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:5) weiter fraktioniert. Die Pterinfraktion 
ist im UV-Licht als scharf wandernde Bande sichtbar und kann leicht getrennt 
aufgefangen werden; sie wurde eingeengt, in 300 com Wasser aufgenommen und 
erneut an 10 g Carboraffin C adsorbiert. Nach griindlichem Waschen wurde wieder 
mit Ammoniak/Aceton (1:1) desorbiert, die Lésung auf ein kleines Volumen ein. 
geengt und als Streifen auf 10 Bogen Schleicher & Schiill-Papier 2043b aufgetragen. 
Durch absteigende Papierchromatographie im System n-Propanol/1-proz. waBriges 
Ammoniak (2:1) lieB sich das Pterin von Begleitstoffen (Purinen u. a.) trennen, 
Die blau fluoreszierenden Zonen wurden ausgeschnitten und mit 0,3-n.Ammoniak 
erschépfend ausgezogen. Diese chromatographische Reinigung wurde noch einmal 
wiederholt: Ausb. 390 mg. 

Die weitere Reinigung erfolgte durch eine Craig-Verteilung!* im System n- 
Butanol/0,01-n. HCl (1:1) im Kreisverfahren in einer 25-stufigen Apparatur. 
Das Pterin reicherte sich nach 49 Verteilungsschritten in vier Elementen an (Nach- 
weis durch Blaufluoreszenz im UV), deren Inhalt zur Trockne gebracht wurde: 
Ausb.: 50 mg. 

Der letzte Reinigungsschritt wurde durch Anwendung einer Papierelektro- 
phorese nach GraBmann und Hannig" erzielt; dazu wurde die Pterinfraktion 
aus der Craig-Verteilung in 10 mi 1-n. Essigsiure (py 2,4) gelést; Ausbeute 4,70 mg 
Pterin I als papierchromatographisch und elektrophoretisch einheitliche gelbe 
Substanz. 


2. Synthese von 2-Amino-4-hydroxy-6-[L-erythro-1.2-dihydroxy- 
propyl]-pteridin 


5-Desoxy-tL-arabinose wurde nach MacDonald und Fischer!> durch 
Abbau von t-Rhamnose auf dem von Patterson, Milstrey und Stokstad$ 
beschriebene Wege dargestellt: 

a) L-Rhamnose-diathylmercaptal: Ausgehend von 88g L-Rhamnose 
wurden 84 g (60% d. Th.) des Mercaptals erhalten. Schmp. 135° nach Um- 
kristallisieren aus Athanol. 

C,9H,.0,8, (270,4) Ber. S 23,71 Gef. 23,43 

b) L-Rhamnose-diithylmercaptal-tetraacetat: Ein Ansatz von 75g 
Diathylmercaptal lieferte 106 g (90% d. Th.) des Tetraacetats. Schmp. 59 
bis 60° (Methanol- Wasser). 

CsH3,0,S, (438,6) Ber. C 49,30 H6,89 S 14,62 
Gef. C 49,21 H7,03 § 15,55 

c) L-arabo-3.4.5-Triacetoxy-1.1-bis-[athansulfonyl]-hexen-(1): 
Ausgehend von 100 g des Tetraacetats wurden, geteilt in 4 Ansitze, ins- 
gesamt 75 g (75% d. Th.) des Disulfons erhalten. Schmp. 101 —102° (n- 
Butanol). 

CygH2g019S. (442,5) “Ber. C 43,43 H5,92 8 14,49 
Gef. C 43,18 H5,79 § 15,30 


d) 5-Desoxy-u-arabinose: 70 g des in 1200 ccm Methanol gelésten Disul- 
fons wurden mit 60 ccm Hydrazinhydrat versetzt und 20 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur gehalten. Dann wurde das Lésungsmittel i. Vak. abgezogen, 


13 E. Hecker, Verteilungsverfahren im Laboratorium, Verlag Chemie, Wein- 
heim 1955. 

14 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 292, 32 [1953]. 3 

16 PD. L. MacDonald u. H. O. L. Fischer, J. Amer. chem. Soc. 74, 2087 | 
[1952]. ; 
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der Riickstand in 500 com Wasser aufgenommen und viermal mit 100 ccm 
Chloroform extrahiert. Zur wiBrigen Phase wurden 410 ccm Benzaldehyd 
und 6 g Benzoesiure gegeben, das Gemisch 214 Stdn. unter RiickfluB ge- 
kocht und die abgekiihlte Lésung dreimal mit 100 cem Chloroform, an- 
schlieBend einmal mit 100 ccm Ather extrahiert. Die waBrige Lésung 
wurde dann iiber einen Kationenaustauscher (Dowex 50) und einen 
Anionenaustauscher (Dowex 2) gegeben und die Siule so lange mit Wasser 
nachgewaschen, bis mit Fehlingscher Lésung kein Zucker mehr nachzu- 
weisen war (700 ccm Wasser). Der nach Abdampfen des Wassers erhaltene 
Sirup wog 17,1 g (80%). 
2-Amino-4-hydroxy-6-[L-erythro-1.2-dihydroxy-propyl]-pteridin 
wurde in Analogie zu dem von Weygand und Mitarbeitern'! fiir die Darstellung 
der Tetrahydroxybutyl-Verbindung beschriebenen Verfahren hergestellt. 0,74 g 
5-Desoxy-arabinose, 0,8 g p-Toluidin, 0,3 cem Wasser und 0,05 com 2-n. HCl wur- 
den 30 Min. auf dem Dampfbad erwirmt. Dann wurden 0,6 g 2.4.5-Triamino-6- 
hydroxy-pyrimidinsulfat, 20 com Wasser, 0,75 ccm Eisessig und 0,6 com Hydrazin- 
hydrat zugegeben. Es wurde unter Stickstoff 1 Stde. unter Riickflu8 erhitzt, der 
ausgefallene Niederschlag nach Erkalten abgesaugt und mit Wasser und Methanol 
gewaschen. Ausbeute 0,32 g (55% d. Th., bezogen auf eingesetztes Pyrimidin). 
Fir den papierchromatographischen Vergleich wurde ein Teil des Rohproduktes 
in 80-proz. wiBr. Methanol gelést, iiber Al,O, (stand. nach Brockmann, Siule 
3x20 cm) mit 80-proz. Methanol chromatographiert und die mit dem Pterin des 
Weiselfuttersaftes identische Verbindung in reiner Form abgetrennt. 


Zusammenfassung 


Aus dem Weiselzellenfuttersafi: der Honigbiene wurde eine im UV- 
Licht blau fluoreszierende Substanz isoliert, die durch oxydativen Abbau, 


UV-Spektrum, papierchromatographischen Vergleich und durch Synthese 
als 2-Amino-4-hydroxy-6-[1.2-dihydroxy-propy]]-pteridin (I) identifiziert 
wurde. Dieses Pterin wurde auch in K6niginnenlarven, nicht aber im 
Arbeiterinnenfutter und in Arbeiterinnenlarven der Honigbiene gefunden. 
Es wurde damit erstmals ein qualitativer Unterschied zwischen Weisel- 
und Arbeiterinnenfutter aufgefunden. 


Summary 


From royal jelly of the honey bee a substance was isolated that 
fluoresces blue under UV-light. It was identified to be 2-amino-4- 
hydroxy-6-[1.2-dihydroxy-propy]]-pteridin (I) by oxidative degradation, 
UV-spectrum, paper chromatographical comparison, and by synthesis. 
This pterin also was found in queen larvae, but not in food of worker 
bees, nor in larvae of workers of the honey bee. Thus a qualitative 
difference between royal jelly and food of worker bees has been dis- 
covered for the first time. 
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Dehydrierung von Steroiden, II? 
Ring A-benzoide Steroide 
(Vorlaufige Mitteilung) 
Von 
Heinz Dannenberg und Charles H. Doering 
(Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mirz 1958) 
Herrn Professor Dr.W.GraBmann zum 60. Geburtstag gewidmet 
Zur Untersuchung der Frage, ob eine Umwandlung von Steroiden : 


in careinogene polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe im Orga. © 
nismus infolge eines fehlgeleiteten Stoffwechsels -fiir die Entstehung © 


spontaner Tumoren bei Mensch und Tier von Bedeutung ist, interessiert 


das Studium der schrittweisen Aromatisierung von Steroiden?. 





Die Aromatisierung des Ringes A von hydroaromatischen Steroiden : 


[Testosteron oder A*-Androstendion-(3.17)] in vivo und in vitro ist be. 


kannt (Literatur l.c.2), und im Laboratorium liBt sich eine entsprechende © 
Aromatisierung (Dienon-Phenol-Umlagerung) auch glatt mit 414-3. | 
Ketodien-steroiden durchfihren. Da auf diesem Wege aber phenolische / 

Steroide entstehen, ist eine derartige Umwandlung als Partialschritt bei : 
einem Ubergang von Steroiden in Verbindungen vom Typ der.carcino- | 
genen Kohlenwasserstoffe weniger wahrscheinlich, denn einmal geht bei — 
den krebserzeugenden Kohlenwasserstoffen die carcinogene bbz : 
ganz oder weitgehend verloren, sobald Hydroxylgruppen am aromati- — 
schen System eingefiihrt werden, und zum anderen erfolgt ein Ersatz © 
von Hydroxylgruppen an aromatischen Systemen durch Wasserstoff _ 

nur sehr schwer. Fir die Diskussion einer Umwandlung von Steroiden ~ 
in carcinogene Kohlenwasserstoffe sind daher Aromatisierungen, welche ~ 
in bezug auf den aromatischen Teil des Steroids zu hydroxylfreien Ver- — 





bindungen fihren, von gréBerem Interesse. 
Eine derartige Aromatisierung, welche RingA-benzoide Steroide — 
ergibt, 14Bt sich von A}4.3-Ketodien-steroiden (I) ausgehend durch- © 


fiihren, wenn diese in atherischer Lésung mit Lithiumaluminiumhydrid 4 


reduziert werden und das rohe Reduktionsprodukt mit Séuren behandelt 
wird. Es entspricht dieses der Dienol-Benzol-Umlagerung von Plienin- © 
ger’, welcher bereits auf eine mégliche allgemeine Bedeutung dieser © 
Reaktion fir die Biosynthese aromatischer Naturstoffe hingewiesen hat. ~ 


1 T, Mitteil.: H. Dannenberg, H. Scheurlenu. D. Dannenberg-v. Dres- 
ler, diese Z. 308, 282 [1956]. 





2 H. Dannenberg, Z. Krebsforsch. 62, 217 [1957]. 4 
3H. Plieninger u. G. Keilich, Angew. Chem. 68, 618 [1956]. i 
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Aus A!*4.Cholestadienon-(3) (I, R:C,H,,) wurde auf diese Weise ein benzoider 
Kohlenwasserstoff erhalten: Schmp. 49°, [a]: + 64,3° (in Chloroform). 


ES Co7Hy ~—«&Ber. C 88,56 H 11,44 Mol.-Gew. 366,6 








eS: 


Sd TG Raat BOA OTA BAK BS 





Gef. C 88,45 H 11,52 Mol.-Gew. 351 

Der benzoide Charakter geht hervor aus dem UV-Spektrum: Amax etwa 210 
(log ¢ etwa 4,0) und 263 my (log ¢ 2,39) in Athanol, und 2 intensiven Banden des 
[R-Spektrums im Bereich der y-Schwingungen bei 12,88 und 13,59 w (fest in 
KBr). — A)-4-Androstadiendion-(3.17) (I, R: =O) liefert neben einem «, B-ungesit- 
tigten Keton (wahrscheinlich Testosteron, welches als Reduktionsprodukt von 
A!4-Androstadien-dion-(3,17) mit Lithiumaluminiumhydrid beschrieben worden 
ist*) zu 52% eine analoge benzoide 17-Hydroxyverbindung, in welcher die Hydroxyl- 
gruppe am C-Atom 17 nach den Erfahrungen bei der Reduktion von 17-Keto- 


steroiden B-stindig sein mu8: Schmp. 114—116°, [a}?? + 66° (in Chloroform). 
C,,H2.0 Ber. C 84,39 H 9,69 
Gef. C 84,12 H 9,95 


jmax 262,5 mu (log ¢ 2,49) in Athanol; A, 12,84 und 13,53 w (fest in KBr); 


; 
a 

. |) Acetat vom Schmp. 174—176°. 
d 


Co:H_,0, Ber. 80,73 H9,03 
Gef. C 80,88 H 8,81 
Jmax 263 mu (log ¢ 2,50) in Athanol. 
Die Konstitution der benzoiden Steroide ist noch nicht vollig ge- 
klart. Nach den Erfahrungen der Dienol-Benzol-Umlagerung von Plie- 
ninger® und denjenigen der Dienon-Phenol-Umlagerung bei A}-4-3- 


Ketodien-steroiden unter dem EinfluB von Sauren® sollte es sich bei den 
dargestellten benzoiden Steroiden um 1-Methyl- oder 4-Methy]-413-5(0. 
Triene handeln; die neuen Verbindungen waren demnach A13-5(10)_7 
R R R 
CH, CHs. CH; | 
a ie CH, yeni) i ii 
CH, 
er aye eg a i li il 
is > er 
a 4~N~ tay Ae” Mg 
(ny, 
I II : III 


(oder 4)-Methyl-19-norcholestatrien baw. A}:3-500.7 (oder 4)-Methyl-oestra- 
trienol-(17 B) (II oder III, R = C,H,, bzw. OH). 


Herrn Professor Dr. A. Butenandt danken wir fiir die Férderung der vor- 
liegenden Arbeit. Fraulein D. Pfeifer sei fiir wertvolle experimentelle Mithilfe 
herzlich gedankt. Fraulein G. Schild und Fraulein I. Kéhler sprechen wir 
unseren Dank fiir die Aufnahme der UV-Spektren bzw. IR-Spektren aus. 


4 F. Sondheimer, M. Velasco, E. Batres u. G. Rosenkranz, Chem. and 
Ind. 1954, 1482. 

5 A.S. Dreiding, W. J. Pummer u. A. J. Tomasewski, J. Amer. chem. 
Soc. 75, 3159 [1953]. 
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Zusammenfassung 


Steroide mit 41-4-3-Ketodien-Gruppierung lassen sich durch Reduk. 
tion mit Lithiumaluminiumhydrid und anschlieBende Behandlung mit 
Saéuren in RingA-benzoide Steroide umwandeln. Dargestellt wurden 
nach dieser Methode 41-3-5(10).] (oder 4)-Methyl-19-norcholestatrien und 
-oestratrienol-(17 8). 


Summary 


A}4.3-Ketodiene steroids may be changed into ring A benzenoid — 
steroids by reduction with lithium aluminium hydride and subsequent ~ 
acid treatment. According to this method A!*-50.] (or 4)-methyl- 
19-norcholestatriene and -estratrienol-(17) were prepared. 
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Bd. 311 (1958) 


Neue Bilirubinderivate, I 


Ihr Vergleich mit Gallen- und Serum-Bilirubin* 
Von 
M. Jirsa und B. Veterek 


Aus der I, Med. Klinik (Vorstand: Prof. Dr. M. NetouSek) und dem I. Institut 
jfiir medizinische Chemie der Universitit Prag (Vorstand: Prof. Dr. K. Kacl) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22, Mirz 1957) 


Die nachfolgend mitgeteilten Untersuchungen sollen einen Beitrag 
zum Verstandnis der ,,direkten“ und ,,indirekten“ Diazoreaktion liefern. 
Die erstere ist nur dann positiv, wenn das Bilirubin in monomolekularer 
Lésung vorliegt?. 

Um diese Monomolekularitaét auch in saurer Lésung, in der Bilirubin 
normalerweise assoziiert ist, zu erreichen, schienen uns zwei Wege 
gangbar: 

1. Die Anwendung physikalisch-chemischer Methoden beim un- 

veranderten Bilirubin-Molekil. 

2. Chemische Veriinderung des Farbstoff-Molekiils unter Uber- 

fiihrung in leicht wasserlésliche Derivate. 

Wir wahlten zundchst den ersten Weg, indem wir den EinfluB ver- 
schiedener Kolloide auf den physikalischen Zustand des Bilirubins stu- 
dierten und Lésungen von Bilirubin unter Zusatz von Netzmitteln dar- 
stellten. Dabei konnten wir zeigen, daB Bilirubin ein typisches Mizell- 
kolloid ist und daB assoziiertes, kolloidales Bilirubin nicht mit Diazo- 
reagens reagiert??, 

Ferner wurde erkannt, daB bei der Verinderung des physikalischen 
Zustandes des Bilirubins das Altern eine wichtige Rolle spielt und daB 
fiir die Assoziation in Lésung die Héhe der Extinktion und nicht die 
Lage des Absorptionsmaximums charakteristisch ist. 

Von diesen Befunden ausgehend, studierten wir den EinfluB von 
Konstitutionsinderungen am Bilirubin auf den physikalischen Zustand 
und die Diazoreaktion. 

Die Wasserléslichkeit des Bilirubins riihrt von seinen beiden Carb- 


oxylgruppen her. Deren Polaritaét geniigt jedoch nicht zur Ausbildung 


*) Vorgetragen vor der Tschechoslowakischen biochemischen Gesellschaft in 
Prag am 29. Marz 1956. 

1M. Jirsa, Cas. lék. Ses. 98, 1380 [1954]; M. Jirsa u. J. Sponar, Z. ges. 
inn. Med. 10, 967 [1955]; M. Jirsa u. B. Sedl4téek, Chem. Listy 50, 520 [1956]; 
Collect. ezechoslov. chem. Commun. 21, 1409 [1956]. 

2 M. Jirsa u. V. Jirsova, Cas. lék. Ses. 94, 1036 [1955]; M. Jirsa, B. Ve- 
éerek u. M. Ledvina, Nature [London] 177, 895 [1956]. 
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monomolekularer Lésungen im sauren pu-Bereich. Dagegen ist Bilirubin 
im alkalischen Bereich als Dinatriumsalz monomolekular léslich. Es lag 
daher nahe, durch Umsetzungen an den Siiuregruppen verschieden polare 
Derivate darzustellen und in ihrem Verhalten bei der Diazoreaktion zu 
prifen. 


Bilirubin-dimethylester 


Der nach Kiister* dargestellte Bilirubin-dimethylester ist in Wasser, 
auch bei alkalischem px vollig unléslich. Nach Zusatz von kolloidalen 
Lésungsmitteln zeigt er aber eine positive, direkte Diazoreaktion. Da- 
durch werden unsere Vorstellungen bestatigt, wonach die direkte Diazo- 
reaktion monomolekulare Lésungen voraussetzt. 


Taurobilirubin und Glykobilirubin 


Durch Erhéhung der Polaritat des Bilirubins beabsichtigten wir, ein 
auch in sauerem Milieu in Wasser lésliches Pigment darzustellen, dessen 
Eigenschaften mit dem Gallenpigment verglichen werden konnten. An- 
regung dazu gab uns die Arbeit von Cole, Lathe und Billing‘, die 
mittels Chromatographie mit inversen Phasen zwei polare Pigmente in 
der Galle nachgewiesen haben, die beide die direkte Diazoreaktion gaben. 
Doch ist. es den Autoren nicht gelungen, diese Pigmente zu identi- 
fizieren. 

Es ist bekannt, daB freie Gallensiuren, ahnlich dem Bilirubin als 
schwache Sauren assoziieren und beim Ansiuern aus waBrigen Lésungen 
ausfallen. Dagegen bleiben mit Taurin oder Glykokoll gepaarte Gallen- 
siiuren, wie sie im Organismus vorliegen, in Lésung. Es lag daher nahe, 
Derivate des Bilirubins mit diesen Stoffen darzustellen. Bilirubin wurde 
zu diesem Zweck in derselben Weise, die von der Synthese der Peptide 
und der konjugierten Gallenséuren bekannt war®, mit Chlorameisensaure- 


R(CH,-CH,-CO,H), + 2 Cl-CO-0C,H, — R(CH,-CH,-CO-0-CO-0C,H;), 
I 


+ H,N-CH,-CH,-SO0,Na [ mpl ! 
2 es “ r 
PAs CH, CO-NH»CH,-CH,SO0,Na + 2H,N-CH,-CO,Na 
me R(CH,-GH,:CO-NH-CH,-CO,Na), 


\ CH, -CH,-CO,H Ila II 
+ H,N-CH,-CH,-S0,Na 


R (CH,-CH,-CO-NH-CH,-CH,*SO,Na), 
IIb 





R = Rest des Bilirubins 


3 W. Kiister, diese Z. 141,40 [1924]. 

4 P.G. Cole, G. H. Lathe u, B. H. Billing, Biochem. J. 57, 514 [1954]. 

5 Th. Wieland u. H. Bernhard, Liebigs Ann. Chem. 572, 190 [1951]; 
S. Bergstrému, A. Norman, Acta chem. scand. 7, 1126 [1953]; J. R. yy set 
u. R. L. Osato, J. Amer. chem. Soc. 74, 676 [19521. 
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ithylester zum gemischten Anhydrid I umgesetzt. Aus dieser Verbindung 
entsteht bei der Umsetzung mit Taurin-Na bei vollstandigem Wasser- 
ausschluB ein polares Pigment, das wir fiir ditaurobilirubinsaures-Na (IIb) 
halten. Bei nicht vollstaéndigem Wasserausschlu8 entsteht ein Derivat, 
das neben dem ditauro- auch einen kleinen Teil eines weniger polaren 
Pigmentes enthalt, das wir fiir monotaurobilirubinsaures-Na (IIa) halten. 
Bei Anwendung von Glykokoll-Na entsteht ein entsprechendes Glykokoll- 
derivat des Bilirubins (II1). 

DaB das Grundgeriist des Bilirubins bei diesen Umsetzungen nicht 
verandert wurde, geht aus dem spektralen Verhalten von IT und III und 
aus dem positiven Ausfall der Gmelinschen Reaktion hervor. Deshalb 
miissen nach H. Fischer® vier relativ fest verbundene Pyrrolkerne 
vorliegen, welche leicht in verschiedene Oxydationsstufen tibergehen 
k6nnen. 

IR-spektroskopisch liBt sich der Ubergang der Carboxylgruppen 
und Amidgruppierungen ebenfalls bestatigen. Es ist jedoch noch nicht 
gelungen, analysenreine Praparate darzustellen. Die neuen Farbstoffe 
sind sehr instabil und in organischen Lésungsmitteln schwerloéslich. Darin 
sehen wir eine gewisse Ahnlichkeit mit dem sogenannten ,,direkten“ 
Bilirubin der Galle, das ebenfalls noch nicht rein dargestellt werden 
konnte. 

Das taurobilirubinsaure Na zeigt ebenso wie das Glykokollderivat 
auch in stark saurer Lésung eine positive ,,direkte“ Diazoreaktion*. 


Vergleich der allgemeinen Eigenschaften: Taurobilirubin ist 
leicht wasserléslich, dagegen unléslich in Chloroform und anderen organi- 
schen Lésungsmitteln. Seine Lésungen sind unbestandig und werden 
schnell g.an. WaBrige Lésungen von Taurobilirubin geben eine direkte 
Diazoreaktion und beim Schiitteln einen gelben Schaum wie ikterischer 
Urin. In allen diesen Eigenschaften stimmt es mit dem Gallen-Bilirubin 
iiberein. 

Papierelektrophorese: Wahrend Bilirubin unter den an- 
gewandten Bedingungen nicht wanderte, liefen sowohl das Ditaurobili- 
rubin als auch Monotaurobilirubin einheitlich zur Anode, ersteres etwa 
doppelt so schnell wie letzteres (0,05-m.Veronalpuffer, px 8,5, 250 V; 
2—3 Stdn.). 

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die noch feuchten 
Papierstreifen mit 30-proz. Essigsiure und danach mit Diazoreagens 
bespriiht. Das Ditaurobilirubin kuppelte schon innerhalb von 1 Min., 
waihrend das Monotaurobilirubin langsamer und Bilirubin iiberhaupt 
nicht reagierte. 


6 H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Akad. Verlagsgesellschaft, 


Leipzig 1937. 
*) Direkte Diazoreaktion = Entstehen der intensiven violetten Farbe nach 


Zugabe des Diazoreagens bei saurem py in 1 Minute. 
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Papierchromatographischer Vergleich mit dem direkten | 
Bilirubin aus Galle: Im System Chloroform/Methanol/Eisessig — 
(100: 10: 5) bleibt das Ditaurobilirubin am Startfleck sitzen, wahrend — 


das Monotaurobilirubin Ry-Werte zwischen 0,3—0,5 zeigt und das 


Glykobilirubin sich mit hoheren Ry-Werten scharf abtrennt. Das freie 


Bilirubin wandert mit der Front. 


Wir konnten aus dem Serum einer an Hepatodystrophie erkrankten — 


Patientin und aus verschiedenen Proben der duodenalen Galle auBer 
Bilirubin noch zwei polare Pigmente isolieren, die unseren synthetischen 
Stoffen weitgehend ahnlich waren: Das eine blieb ebenfalls am Start 
sitzen, wahrend das andere einen etwas héheren Ry-Wert zeigte als 
synthet. Monotaurobilirubin. 

Sowohl synthetisches als auch natiirliches Pigment mit Ry = 0 
zeigte eine positive Diazoreaktion innerhalb einer Minute. Bei dem 


Monotaurobilirubin und dem entsprechenden Pigment aus Galle verlief 2 


die Farbreaktion langsamer. 
Spektroskopische Untersuchungen: Taurobilirubin zeigt 


ebenso wie freies Bilirubin in waBr. Dioxan, in Wasser und in waBr. © 


Aceton ein Absorptionsmaximum bei 450 my. Ubereinstimmend ver. 
schieben sich diese Maxima in alkalischer Lésung nach 420—430 mu. 


Das zum Vergleich verwendete natiirliche Pigment wurde aus Galle — 


durch Fraktionierung mit Aceton gewonnen. 


Beim Stehenlassen einer waBrigen Lésung von Taurobilirubin im © 


Dunkeln bei 0° und bei LuftausschluB verschiebt sich das Maximum 
von 450 mu nach 420 my. Diese Verschiebung beobachteten auch Polo- 
novski und Mitarb.”? beim direkten Pigment aus der Galle; sie stellten 


fest, daB es sich nicht um eine Fermentreaktion handelt. Diese Anderung 4 
im Spektrum kann beim Taurobilirubin durch Zugabe von Ajatin* oder ~ 


Desoxycholsiure bei px 8,2 beschleunigt werden. Dieselbe Beschleunigung 
1éBt sich auch beim direkten Bilirubin aus Galle nach Zugabe von Ajatin 
erreichen. 

Die Absorptionsmaxima von Taurobilirubin und direktem Bilirubin 
aus Galle sind also unter allen untersuchten Bedingungen gleich. Die 
Verschiebung von 450 my nach 420 my weist u. E. auf zwei verschiedene 


chromophore Formen des Bilirubins hin, wobei die mit dem Maximum — 


bei 420 my die stabilere ist. 

Das von Beck und Kiihn® beschriebene atherlésliche Bilirubin zeigt 
ebenfalls ein Maximum bei 420 my. Wir vermuten daher, da es ein ahn- 
liches chromophores System besitzt. 

Verhalten nach Zusatz von Serum und Albumin: Nach Zu- 
satz von Serum oder 1-proz. Albuminlésung verschiebt sich das Maximum 
sowohl des Taurobilirubins als auch des freien Bilirubins nach 460 muy. 


7M. Polonovski u. R. Bourrillon, Bull. Soc. Chim. biol. 34, 973 [1952]. 
§ K. Beck u. H. A. Kiihn, Klin. Wschr. 34, 630 [1956]. 
* Dimethyllaurylbenzylammoniumchlorid, Hersteller SPOFA, Prag. 
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Bei der Elektrophorese wandern beide Praparate mit dem Albumin. 
Sie verhalten sich also wie das direkte und indirekte Serumbilirubin. 
Nach der Elektrophorese reagiert Taurobilirubin sofort mit Diazoreagens, 
freies Bilirubin nicht. 


Diskussion 


Im Taurobilirubin und Glykobilirubin haben wir Bilirubinderivate 
dargestellt, bevor ahnliche Verbindungen aus natiirlichem Material iso- 
liert wurden. Nach Beendigung dieser Arbeiten erschienen die Mit- 
teilungen von Billing und Lathe®, von Talafant?® und von Schmid”, 
die zeigten, daB das direkte Bilirubin im Organismus an Glucuronsiaure 
gebunden vorliegt. Da es aber diesen Autoren noch nicht gelungen ist, 
ein entsprechendes Derivat zu isolieren, stellen unsere Befunde eine 
starke Stiitze fiir diese Annahme dar. In der folgenden Mitteilung werden 
unsere synthetischen Taurobilirubine mit den natiirlichen Pigmenten 
verglichen. 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung von Taurobilirubin und Glykobilirubin: In einem 
Zentrifugenglischen werden unter einem trockenen Wasserstoffstrom 14 mg Bili- 
rubin in 8 ml trockenem Dioxan suspendiert. Nach Abkiihlen unter 15° werden 
0,25 ml 0,2-m. Triéthylamin in Dioxan und die gleiche Menge Chlorameisen- 
siure-ithylester in Dioxan zugesetzt. Man rihrt 30 Min. unter Wasserstoff, 
wobei sich eine klare Lésung bildet. 

Diese Lésung zeigt ein Absorptionsmaximum bei 420 my; wir vermuten, daB 
sie das relativ stabile gemischte Carbonat I enthalt. Beim Zugeben von 0,25 ml 
0,2-m. taurinsaurem Natrium in methanol. Lésung entsteht ein brauner Nieder- 
schlag, der zentrifugiert, mit Dioxan gewaschen und im Wasserstoffstrom getrock- 
net wird. Der so in einer Ausbeute von 95% erhaltene schwarzglinzende Farb- 
stoff schmilzt unterhalb von 300° nicht. Er ist in Wasser mit orangegelber Farbe 
léslich und zeigt auch in stark mineralsaurer Lésung eine positive Diazoreaktion. 
In wasserfreien Lésungsmitteln ist das Pigment nahezu unléslich. Chromatographie 
in dem System Chloroform/Methanol/Eisessig und elektrophoretische Unter- 
suchungen zeigen, daB es sich um einen einheitlichen Stoff handelt, den wir als 
ditaurobilirubinsaures Natrium ansprechen. 

Arbeitet man nicht unter vollstindigem WasserausschluB, so entsteht ein 
orangegelbes Pigment. Dieses enthilt chromatographisch und elektrophoretisch 
zwei Komponenten, das oben beschriebene ditaurobilirubinsaure Natrium und ein 
Pigment, das wir fiir monotaurobilirubinsaures Natrium halten. Auch dieses Pig- 
ment konnte noch nicht analysenrein dargestellt werden. Das Gemisch zeigt eben- 
falls eine positive direkte Diazoreaktion. 

In gleicher Weise wie oben beschrieben, wurde durch Reaktion mit Glyko- 
kollnatrium das Glykokollderivat des Bilirubins dargestellt. Es ist ein 
amorphes hellbraunes Pulver, das unterhalb von 300° nicht schmilzt und eine 
positive ,,direkte‘‘ Diazoreaktion gibt. 

I. Papierelektrophorese: Auf Whatman-1-Papier, Streifen 30 x 3,5 cm in 
0,05-m. Veronalpuffer, pq 8,5; 250 V, 2—3 Stdn. Je 0,5 mg Bilirubin und Tauro- 
bilirubin wurden in 0,2 ml Wasser unter Zusatz von 1—2 Tropfen n/10-NaOH 
gelést. 

® B. H. Billing u. G. H. Lathe, Biochem. J. 68, 6 P [1956]. 


lo E, Talafant, Chem. Listy 50, 1329 [1956]. 
11 R. Schmid, Science [Washington] 124, 76 [1956]. 
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II. Papierchromatographie: Es wurde mit Papierstreifen 101 cm ~ 
Whatman Nr. 1 gearbeitet. System: Chloroform/Methanol/Eisessig (100: 10: 5), — 


Dauer der Chromatographie etwa 10—15 Min. 


Lésungen: Taurobilirubin und Glykobilirubin wurden in 0,5 ml Wasser ge- 


lést und 1 ml Methanol zugegeben. 


0,5 ml Serum mit hohem Gehalt an direktem Bilirubin wurde mit 1 ml 


Methanol versetzt, filtriert und aufgetragen. 

1 ml Galle wurde mit 2 ml Aceton versetzt, filtriert und aufgetragen. Bili- 
rubin wurde in 0,2 mi n/10-NaOH und 0,5 ml Methanol gelést. 

Die aufgetragenen Flecke aller Lésungen waren sattgelb und etwa.0,5 x 0,5 cm 
groB. 
III. Spektren. Lésungen: a) Papierelektrophoretisch gereinigtes Taurobili- 
rubin wurde feucht mit Dioxan eluiert und diese Lésung direkt gemessen (450 my). 

b) Zu 1 ml der 10 mg-proz. waBr. Lésung des Taurobilirubins wurden je 9 ml 
Wasser, Aceton oder n/10-NaOH zugesetzt (450 mu, 420 my). 

c) 0,4ml Taurobilirubinlésung (10 mg%) + 0,5 ml 10-proz. waBr. Ajatin- 
lésung und 3,1 ml dest. Wasser. 

d) 10mg Desoxycholséure wurden in 10 m/ n/10-NaOH gelést und 3,6 ml 
dieser Lésung mit 0,4 ml waBr. Taurobilirubinlésung (10mg%) vermischt (420 my). 

IV. Pigment aus Galle: Die Galle wurde durch Acetonzusatz fraktioniert. 
Dazu wurde nach und nach Aceton zu der durch fraktioniértes Ausfrieren auf }/,, 
eingedickten Galle zugefiigt. Die farblosen Niederschlige wurden verworfen. Bei 
groBem Acetoniiberschu8 wurde das direkte Bilirubin als unreiner, schwarzbrauner 
Niederschlag isoliert. 

Zum Vergleich des direkten Bilirubins mit Taurobilirubin wurden Lésungen 
gleicher Farbintensitét verwendet. 

V. Zusatz von Serum und Albumin: 0,4 ml waBr. Taurobilirubinlésung 
(10 mg%,) wurde zu 3,6 ml Serum bzw. 1-proz. Albuminlésung zugefiigt und gegen 
eine Lésung von 0,4 ml Wasser und 3,6 ml Serum gemessen (460 my). 

Je 0,5—1 mg Bilirubin und Taurobilirubin wurden in 1 Tropfen n/10-NaOH 
gelést, 0,2 ml Wasser und 0,5 ml Serum zugefiigt und der Papierelektrophorese 
unterworfen (250 V, 414 Stdn.). Veronalpuffer py 8,5. 


Es wurde mit Bilirubin der Fa. Lachema, Brno, Hoffmann La Roche, 
Basel, und Chinoin, Budapest, gearbeitet. Alle anderen gebrauchten Priparate 
waren p. a., Erzeugnisse der Fa. Lachema. 


Zusammenfassung 


Zum Studium der direkten Diazoreaktion wurden Taurobilirubin 
und Glykobilirubin dargestellt und mit dem Bilirubin der Galle ver- 
glichen. Die Ergebnisse zeigen, daB die direkte Diazoreaktion an die 
monomolekulare Verteilung des Bilirubins gebunden ist. 


Summary 


In order to study the direct diazo reaction, taurobilirubin and glyco- 
bilirubin were prepared and compared with bilirubin‘ of bile. The results 
show that the direct diazo reaction requires a monomolecular distribution 
of bilirubin. . 
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\jatin- fiir medizinis:he Chemie der Universitat Prag (Vorstand: Prof. Dr. K. Kacl) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Marz 1957) 
3,6 ml 
my) : Vor kurzem konnten Cole, Lathe und Billing? durch Saulen- 
moe _ chromatographie mit inversen Phasen aus Galle, Serum und Urin einer 
i202 an Obstruktionsikterus erkrankten Patientin zwei Pigmente I und II 
1. Bei — s PE oo a 4 ; é 
auner  verschiedener Polaritit isolieren, die direkte Diazoreaktion zeigen. 

: Im folgenden soll das von uns dargestellte Taurobilirubin® mit 
ingen —_— diesen Pigmenten verglichen werden. Unser Taurobilirubin besteht nach 
: _ elektrophoretischen und chromatographischen Untersuchungen ebenfalls 
oe _ aus zwei Komponenten, von denen wir die weniger polare als Mono-, 

gen die andere als Ditaurobilirubin angesprochen haben. 
aOH © 
orese Methodik 

; Die Darstellung der Pigmente aus Serum einer an Obstruktionsikterus er- 
che, —  \krankten Patientin erfolgte nach Cole und Mitarbb.?. 
arate @ Silikonisiertes Kieselgur: Kieselgur der Fa. Schering, Berlin, wurde 

in einer 4-proz. Lésung MSOH *) in Benzol hydrophobisiert. Nach Absaugen wurde 
3 Stdn. im Vak. bei 150—160° getrocknet, gesiebt und unter FeuchtigkeitsausschluB 
aufbewahrt. 

. & Farbreaktion: 25 ccm 0,3-proz. -p-Nitranilinlésung. in 1-n. HCl wurden 
ibin mit 1,5 cem 5-proz. NaNO,-Lésung vermischt. Ein Tropfen dieser Lésung. wurde 
ver- ss Zu je 1 ccm Eluat zugegeben und auf pH 5—6 gebracht. Die Darstellung der Azo- 

die © farbstoffe mit diazotierter Sulfanilsiure erfolgte nach Cole und Mitarbeitern?. 

Systeme?: 

A: CCl ,/CHCl,/CH,OH/0, 025. m. Phosphatpuffer, py 6 (25:25:38:12); 

B: n-Butanol/0,005-m.. Phosphatpuffer, py 6 (50:50) 

C: Aceton (25,9 cem)/Ammoniumsulfat (17,0 g), 0,05-m. Phosphatpuffer, pu 6 
C0. (62,5.cem). Um auf po 6 zu kommen, muBten etwa 1,7 ccm 2,5-n. NaOH 
alts zugesetzt werden, 
4 Bei den Systemen A und B wurden je 6 g Kieselgur und 3 ccm stationire 
“on Phase, bei System C etwa die Halfte davon eingesetzt. 


*) Handelsbezeichnung eines Silikonpriparates der Fa, Viios, SV, Rybitvi 
bei Pardubice. 

1 T, Mitteil.: M. Jirsa u. B. Veterek, diese Z. 311,.87 [1958], vorstehend. 

2 P. G. Cole, G. H. Lathe u. B. H. Billing, Biochem. J. 57, 514 [1954]. 

3 M. Jirsa, B. Veterek u. M. Ledvitia, Nature [London] 177, 895 [1956]. 
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In allen Systemen verhielten sich die Gallenfarbstoffe wie von Cole und © 
Mitarbb. beschrieben. Lediglich im System B zeigte das weniger polare Pigment ~ 
Rk 0,2 statt R 0,3. Diesen Unterschied fiihren wir auf das nicht véllig gleichartige © 
silikonisierte Kieselgur zuriick. Bei den Systemen A und C kénnen auch durch © 


teilweise Verdunstung der stationiren Phasen Chloroform und Aceton die R-Werte 


schwanken. 
Die durch Oxydation der Gallenfarbstoffe entstehenden griinen und blau- 


griinen Farbstoffe kénnen mit dem System B in eine polare Komponente mit ~ 


gleichem R-Wert wie Pigment II? und in eine unpolare Komponente, die nicht 
wandert, aufgetrennt werden. Cole und Mitarbb. erwihnen nur ein griines Pigment, 
das Biliverdin, das einen R-Wert von 0,15 zeigte. 


Vergleich der natirlichen mit den synthetischen Pigmenten 


In keinem System gelang es, das polare synthet. Pigment (Ditauro- 
bilirubin) von dem natiirlichen Pigment IT zu trennen. Auch das griine 
Oxydationsprodukt des Ditaurobilirubins verhielt sich chromatographisch 
vollig gleich wie das Oxydationsprodukt des Pigments IT (Mischchromato- 
graphie). 

Dagegen verhielten sich das Monotaurobilirubin und Pigment I? 
bei der Mischchromatographie verschieden. 

Die durch Umsetzung von Pigment II und von Ditaurobilirubin mit 
diazotierter Sulfanilsiure gewonnenen Azofarbstoffe verhielten sich, 
auch bei der Mischchromatographie véllig identisch. 

Dagegen trennt sich der Azofarbstoff aus Monotaurobilirubin und 
diazotierter Sulfanilséure ebenso wie der des natiirlichen Pigments I in 
zwei verschiedene polare Komponenten auf. Eine Mischchromatographie 
konnten wir jedoch aus Materialmangel nicht durchfihren. 

Die Azofarbstoffe aus Sulfanilsiure verhielten sich also bei den 
synthetischen und den natiirlichen Pigmenten gleich. Da aber iiber die 
Zusammensetzung der natiirlichen Farbstoffe noch nichts bekannt war, 
muBte damit gerechnet werden, daB8 die polaren Gruppen des Pig- 
mentes II nicht Sulfogruppen, sondern z. B. Carboxyl- oder saure Hydro- 
xylgruppen waren. 

Dann wiirden sich die Azofarbstoffe aus Sulfanilsiure zum Vergleich 
des Pigments II mit Ditaurobilirubin nicht eignen, da durch die Sulfo- 
gruppen die Polaritaét der Azofarbstoffe zusitzlich stark erhéht wird, was 
zu einer Verschmierung der Zonen fiihren kann. 

Um diesen Fehler auszuschalten, wurden die Azofarbstoffe mit 
diazotiertem p-Nitranilin dargestellt, die sich auch tatsachlich chromato- 
graphisch leicht auftrennen lieBen. Das Derivat des Pigmentes II blieb 
nahe am Start sitzen, wahrend der Azofarbstoff unseres Ditaurobilirubins 
schnell durch die Séule wanderte. Die beiden Farbstoffe lieBen sich auch 
bei der Mischchromatographie auftrennen. Damit ist gezeigt, daB das 
natiirliche Pigment von dem synthetischen Ditaurobilirubin verschieden 
ist. Kirzlich konnten Billing und Lathe‘, Talafant® und Schmid® 

4 B.H. Billing u. G. H. Lathe, Biochem. J. 63, 6 P [1956]. 


5 BE, Talafant, Chem. Listy 50, 1329 [1956]. 
® R. Schmid, Science [Washington] 124, 76 [1956]. 
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nun zeigen, daB Bilirubin in der Galle mit Glucuronsiure verkniipft 
vorliegt. 

Das Verhalten der Farbstoffe bei der Chromatographie zeigt die 
Abbildung. 


Azofarbstotfe mit Azofarbstoffe mit 
diazot. p-Nitranilin diazot. Sulfanilsiure 


Pigment II 
Ore 
Schematische Ubersicht der vergleichen- * ea 
den Siulenchromatographie des Tauro- Pigment! MIB 
bilirubins und des direkten Bilirubins Yd 
aus Galle mit inversen Phasen. MTB'= Pigment I OB 
Monotaurobilirubin, DTB = Ditauro- 
bilirubin. 
Oxydatiors- Azofarbstoffe mit 
prc dukte diazot. Sulfanilsiure 
Zusammenfassung 


Der chromatographische Vergleich der aus Galle isolierten Pigmente 
mit synthetischem Monotaurobilirubin und Ditaurobilirubin ergab, daB 
in den natiirlichen Gallenfarbstoffen zwar polare Bilirubinderivate vor- 
liegen, die jedoch nicht mit Taurin verkniipft sind. 


Summary 


Natural bile pigments were compared chromatographically with 
synthetic monotaurobilirubin and ditaurobilirubin. The natural pigments 
contain polar bilirubin derivatives, but are not bound on taurine. 


96 Bd. 311 (1958) | 


Zur chemischen Bestimmung von Adrenalin und Noradrenalin, | 
Zur spektrophotometrischen Bestimmung von 
Adrenalin und Noradrenalin in Lésungsgemischen 
nach Oxydation mit Jod 
Ven 
E, Egger und F, Lorenz 


Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck (Vorstand: Prof. Dr. R. Stéhr) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Oktober 1957 


Die quantitative Bestimmung von Adrenalin (A) und Noradrenalin 
(NA) in biologischen Flissigkeiten fand in den letzten Jahren gesteigertes 
Interesse. Unter anderem bildet der Nachweis der vermehrten Aus- 
scheidung dieser beiden Stoffe im Harn die Grundlage einer rationellen 
Diagnose des Phiochromocytoms!. 

Die normale Tagesausscheidung von A im menschlichen Harn betrug nach 
Euler und Hellner? in 20 untersuchten Fallen im Mittel 11,5 y, maximal 22,4 y 
und fiir NA 29,0 bzw. 63 y. Bei Phiochromocytom ist dagegen eine Erhéhung zu- 
mindest eines der beiden Stoffe im Harn auf wenigstens 100 y, meist jedoch auf 
mehrere Hundert y pro Tag festzustellen’*. 

Fir die Diagnose eines Phiochromocytoms auf Grund der Aus- 
scheidung von A und NA im Harn wihlten wir das spektrophoto- 
metrische Verfahren von Euler und Hamberg‘. Von der Anwendung 
der empfindlicheren Fluoreszenzmethode wurde vorerst abgesehen, da 
deren gréBere Genauigkeit fiir den gegebenen Zweck nicht unbedingt 
erforderlich ist und die hierfiir bendtigten MeBeinrichtungen nicht 
immer zur Verfiigung stehen. 


Fir die Isolierung und Reinigung von A und NA aus dem Harn schien uns 
die Anwendung eines Ionenaustauschers am giinstigsten zu sein, wie sie 
in den Grundziigen von Bergstrém und Hansson? fiir Nebennierenextrakte 
und Serum beschrieben worden ist. E:ne entsprechende Methoce wurde von den 
Verfassern fiir waBrige Lésunge1 ausgearbeitet und Versuche zur Ubertragung 
auf Harn sind im Gang. 


Verschiedene Schwierigkeiten und Unstimmigkeiten machten eine 
genauere Uberpriifung der Methode von Euler und Hamberg not- 
wendig, woriiber im folgenden berichtet wird. 


1 A. Engel u. U.S. v. Euler, Lancet 1950, II, 387. 

2 U.S. v. Euler u. S. Hellner, Acta physiol. scand. 22, 161 [1951]. 

3 M. Goldenberg, Amer. J. Med. 10, 627 [1951]; A. Lund, Scand. J. clin. 
Lab. Invest. 4, 263 [1952]; G. P. Burn, Brit. med. J. 1958, I, 697; M. Hamilton, 
J. W. Litchfield, W.S. Peart u. G. S.C. Sowry, Brit. heart J. 15, 241 [1953]. 

4 U.S. v. Euler u. U. Hamberg, Science [New York] 110, 561 [1949]. 

5 §. Bergstrém u. G. Hansson, Acta physiol. scand. 22, 87 [1951]. 
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Methodik 


Im Hinblick auf die spateren Ausfiihrungen sei die Methode von Euler 
und Hamberg? zitiert: 

,,Zu einer Menge gereinigten Extraktes, welche 20—200 y Brenzcatechin- 
derivate enthalt, werden 1 ml n-Acetatpuffer von py 4 und 0,2 mi 0,1-n.Jodlésung 
zugegeben. Nach genau 1,5 Min. wird das iiberschiissige Jod mit 0,05-n. Natrium- 
thiosulfat entfernt. Die Farbe wird innerhalb von 5 Min. gegen eine Leerprobe 
ohne Jod in einem Photometer bei der Wellenlinge 529 mu abgelesen. Der Vor- 
gang wird mit einer zweiten Probe unter Anwendung von Acetatpuffer von pH 
6 und 3 Min. Jodbehandlung wiederholt. Standardablesungen, welche mit 100 y 
Adrenalin und Noradrenalin bei px 4 (1,5 Min.) und px 6 (3 Min.) gemacht wer- 
den, liefern die Eichfaktoren fiir beide Substanzen und den Prozentsatz von Nor- 
adrenalin, der bei px 4 in 1,5 Min. oxydiert wird. Bei 529 my ist der Adrenochrom- 
wert nach Oxydation bei py 4 und pq 6 derselbe.“ 

Testsubstanzen: u-Adrenalin-hydrogentartrat und L-Noradrenalin-hydro- 
gentartrat-monohydrat der Firma Sanabo*). Die Konzentrationsangaben sind je- 
weils auf die Brenzcatechinbase umgerechnet. 

Stammlésungen: 0,0725g Adrenalin-hydrogentartrat bzw. 0,0797 Nor- 
adrenalin-hydrogentartrat (entspr. je 0,040 g Base) auf 16 m/ Wasser und 4 ml 
0,1-n. HCl (Gesamtvolumen 20 ml). 1 ml jeder Stammlésung enthalt somit 2000 y 
Brenzcatechinbase. Die Stammlésungen sind im Kihlschrank mindestens 10 Tage 
haltbar, die daraus hergestellten Verdiinnungen je nach Verdiinnungsgrad ent- 
sprechend kiirzer, so z. B. eine Lésung von 100 y NA pro ml nur 24 Stunden. Die 
Reproduzierbarkeit der Einwaagen wurde iiberpriift, der Fehler war kleiner als 


Versuche 


Zuerst wurde an Hand von Verdiinnungsreihen fiir den Konzentra- 
tionsbereich von 0,2—30 y/ml urspriinglicher Lésung die Giltigkeit des 
Lambert-Beerschen Gesetzes fir A und NA bei pu 4 und px 6 in ge- 
trennten Versuchen bestiatigt. Auch eine Reihe von Gemischen aus A 
und NA in wechselndem Konzentrationsverhiltnis zeigte bei beiden 
pu-Werten lineare Zunahme der Extinktionen. Trotzdem gelang es uns 
in zahlreichen Versuchen nicht, unter Benutzung der von Euler und 
Hamberg?* angegebenen Berechnungsmethode die theoretischen Werte 
der beiden Einzelkomponenten aus reinen Gemischen von A und NA 
mit ausreichender Genauigkeit zu ermitteln. Es zeigte sich, daB die von 
den genannten Autoren angegebene Voraussetzung fiir die Anwendung 
ihrer Berechnungsmethode (Identitaét der Extinktionswerte bei 529 mu 
fir A nach Oxydation bei py 4 und px 6) nicht zutrifft. 

Nach unseren Beobachtungen sind die Extinktionswerte von A, bei pH 4 
oxydiert, bei 529 mu um 4% hoher als nach Oxydation bei py 6. Es schien uns 
daher notwendig, die Absorptionsspektren der beiden Brenzcatechinbasen bei px 4 
und px 6 in dem benachbarten Wellenbereich aufzunehmen. Dabei bestand jedoch 
die Schwierigkeit der groBen Inkonstanz der Farbintensitat der gebildeten Adreno- 
chrome. Wie unsere Messungen ergaben, erfolgt auch innerhalb der von Euler 
und Hamberg angegebenen Zeitspanne von 5 Min. eine nicht zu vernachlassigende 
Intensitaétsschwankung. Die Farbintensitit ist nur 3,5—5 Min. nach der Oxydation 
ausreichend konstant. 


* Der Firma Sanabo, Wien, danken wir bestens fiir die Uberlassung der 
beiden Testsubstanzen. 
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Da innerhalb dieser Zeitspanne eine Ausmessung des interessierenden Spek. |— 


tralbereiches praktisch nicht durchzufiihren war, gingen wir folgendermaBen vor: 
Eine A- bzw. NA-Lésung von 500 y% wurde in Portionen von je 3 ml wie itiblich 
oxydiert. Die Extinktion wurde jeweils 3,5, 4,0 und 4,5 Min. nach Beendigung 
der Oxydation bei drei benachbarten Wellenlingen gemessen, wobei bei jeder 
Probe um eine Wellenlinge fortgeschritten wurde (z.B. 1. Portion: Messung bei 
470, 480, 490 mu; 2. Portion: Messung bei 480, 490, 500 my usw.). So standen 
fiir jede Wellenlinge drei Extinktionswerte zur Verfiigung, aus welchen dann das 
arithmetrische Mittel gebildet wurde. 




















Abb. 1. Ausschnitt aus den Absorptions- £ — L-T1 
spektren von Adrenalin und Noradrenalin N 
nach Oxydation mit Jodlésung (I Adre- Q24}— 
nalin bei px 4; II Adrenalin bei px 6; yee 
III Noradrenalin bei px 6; die entspre- | etd hs. 
chende Extinktion von Noradrenalin bei a70}-— je Ben 
pu 4 betrigt 0,02 und zeigt im darge- | |Z “a N 
stellten Spektralbereich keine erkenn- 
baren Veranderungen). 6 Wale 








480 500 520 540 
un 

Wie der abgebildete Ausschnitt der Absorptionsspektren zeigt, wiirde 
die Anwendung der von Euler und Hamberg* angegebenen Berech- 
nungsmethode,- welche gleichen Extinktionskoeffizienten von Adreno- 
chrom bei pu 4 und px.6 voraussetzt, unseren Ergebnissen nach nicht 
die Messung bei 529 sondern bei 535 my erfordern. Da wir jedoch fest- 
stellten, daB Adrenalin-Standard-Lésungen, welche wir aus Adrenalin- 
hydrogentartrat anderer Herkunft herstellten, eine neuerliche Ver- 
schiebung des Schnittpunktes der beiden Adrenalinkurven zeigten, halten 
wir es fiir zweckmaBiger, die Berechnung unabhingig von diesem Schnitt- 
punkt durchzufiihren und die Bestimmung auf das jeweils als Eich- 
substanz verwendete A-Praparat zu beziehen (siehe Diskussion). Wir 
haben daher unsere Messungen weiterhin bei 529 my ausgefiihrt und 
folgende allgemeinere Berechnungsmethode angewendet: 


100 


100 


In diesen Gleichungen bedeutet: 


i, Ne Ge cas y Adrenalin bzw. Noradrenalin der urspriinglichen Probe; 
ee Standardextinktion fiir 100 y Adrenalin in 20 ml urspriinglicher 
Lésung bei pq 4 bzw. pa 6; 
Basen tee tte Standardextinktion fiir 100 y Noradrenalin in 20 ml urspriing- 
licher Lésung bei py 4 bzw. pu 6; 
Pe Pre Extinktion der Probe bei py 4 bzw. pu 6; 


D = ang — gn, 

Erlauterung: Die Extinktion der Probe (Adrenalin-Noradrenalin-Gemisch) 
stellt jeweils die Summe der Einzelextinktionen der beiden Substanzen bei dem 
betreffenden pq dar. Somit ist 


E,= 00 (a,A+n,NA) und E,=~—(a,A+n,NA). 


=. 
100 
Die Auflésung dieser beiden linearen Gleichungen mit zwei Unbekannten ergibt 
die obigen Berechnungsformeln fiir A und NA. 
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Ergebnisse 


Eine typische Versuchsreihe fiir die spektrophotometrische Be- 
stimmung von A-NA-Gemischen zeigt die Tabelle. 


Adrenalin- und Noradrenalinbestimmung in Lésungsgemischen 











Vorgelegte Menge (y in 20 ml) Gefundene Menge (y in 20 ml) 
Adrenalin Noradrenalin Adrenalin Noradrenalin 
400 0 396,5 2,5 
360 40 365,0 34,0 
320 80 321,0 74,5 
280 120 275,9 123,7 
240 160 239,0 156,0 
200 200 199,0 195,7 
160 240 158,4 239,8 
120 280 116,8 281,7 
80 320 82,7 322,0 
40 360 45,8 359,4 

0 400 4,1 407,4 











Der mittlere Fehler oder Standardabweichung ¢ = + i , berechnet aus 


22 Bestimmungen verschiedener A- und NA-Mengen aus Gemischen mit Gesamt- 
konzentrationen der beiden Brenzcatechinderivate von 20—500 y in 20 ml betrug 
fir A + 4,4, fiir NA + 5,1 y. 


Diskussion 


Es wire denkbar, daB unser Befund beziiglich der Extinktion von 
A bei pu 4 und px 6, der von den Angaben von Euler und Hamberg 
abweicht, auf unterschiedliche Reinheitsgrade der verwendeten A- 
Priparate zuriickzufiihren ist. Besonders naheliegend wire dabei eine 
Verunreinigung des A mit NA, wie sie u. a. von Auerbach und Angell® 
bei einer Reihe von U.S. P.-Adrenalinpraparaten festgestellt worden ist. 
Das von uns verwendete L-Adrenalin-hydrogentartrat schmilzt bei der 
Mikroschmelzpunktbestimmung nach Kofler in einem Intervall von 
151—153°, die Schmelze zersetzt sich. Im iibrigen miiBte sich eine Ver- 
unreinigung des A mit NA in einer Verschiebung des Schnittpunktes der 
Extinktionskurven des A bei pq 4 und py 6 in Richtung auf kiirzere 
Wellenlangen auswirken, wihrend die Extinktionskurven unseres Pra- 
parates den gegenteiligen Effekt aufweisen. Den Vorteil der von uns 
angewendeten Berechnungsmethode sehen wir in ihrer Unabhangigkeit 
von derartigen Verschiebungen. 

Interessant ist in diesem Zusammenhang die unterschiedliche Lage 
der Absorptionsmaxima des A nach Oxydation bei py 4 und pu 6. Im 
ersten Falle liegt das Maximum bei 495 mu, im zweiten bei 525 my. 
Dies deutet darauf hin, daB die bei den beiden py-Werten gebildeten 


6 M. E. Auerbach u. E. Angell, Science [New York] 109, 537 [1949]. 


7* 
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Oxydationsprodukte nicht identisch sind. Es fiel uns auf, daB die Ab. 
sorptionsmaxima des oxydierten A bei px 4 und px 6 nur wenig von 
den von Stock und Hinson’ fiir Adrenochrom (485 mu) bzw. Jod. 
adrenochrom (520 mu) gefundenen abweichen, wobei sie diese beiden 
Substanzen nach Harley-Mason® bzw. Richter und Blaschko® be. 
reitet hatten. Fiir Adrenochrom, das Stock und Hinson durch Oxy. 
dation mit Kaliumperoxydisulfat erhalten hatten, betrug das Absorp. 
tionsmaximum 490 my, fiir Jodadrenochrom, durch Oxydation mit 
Kaliumjodat hergestellt, 530 my. Die Ubereinstimmung der Lage unserer 
beiden Adrenalinmaxima mit den beiden letzten Werten ist somit noch 
besser. Es wire daher vielleicht denkbar, daB sich, abweichend von der 
bisherigen Ansicht, bei der Oxydation mit Jod bei pg 6 Jodadrenochrom 
an Stelle von Adrenochrom bildet, und nur bei pq 4 wirklich Adreno. 
chrom vorliegt. Ein reiner py-Effekt ist jedenfalls auszuschlieBen, da sich 
die Absorptionskurve des oxydierten Adrenalins nicht andert, wenn man 
zuerst bei px 4 oxydiert und nach erfolgter Oxydation die Lésung auf 
pu 6 bringt. 


Zusammenfassung 


Bei der Uberpriifung der spektrophotometrischen Bestimmung 
wasseriger Gemische von Adrenalin (A) und Noradrenalin (NA) nach 
Euler und Hamberg wurde gefunden, daf die Produkte der Jod- 
oxydation von A und NA bei px 4 und py 6 verschiedene Extinktionen 
bei 529 my besitzen. Eine Modifikation der MeB- und Berechnungs- 
methode wird daher vorgeschlagen. Die Natur der auftretenden Oxy- 
dationsprodukte wird diskutiert. 


Summary 


Checking the spectrophotometric determination of aqueous solutions 
of adrenaline (A) and noradrenaline (NA), according to Euler and 
Hamberg it was found that the products of iodine oxidation of A and 
NA carried out at py 4 and 6 show different extinctions at 529 mu. As 
a result a modification of the procedures for measurement and calcu- 
lation is proposed. The nature of the oxidation products is discussed. 


7 F.G. Stock u. L. W. Hinson, J. Pharmacy Pharmacol. 7, 512 [1955]. 
8 J. Harley-Mason, J. chem. Soc. [London] 1950, II, 1276. 
® D. Richter u. H. Blaschko, J. chem. Soc. [London] 1937, I, 601. 
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Das identische proteolytische Verhalten von Pespin 
und Magensaften verschiedener Herkunft 
Von 
Ludwig-Wilhelm Masch 
Aus der Chemischen Fabrik Promonta GmbH., Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1957) 


Die Diskussion tiber ein angebliches Kathepsin, das neben dem 
Pepsin in der Magenprotease vorhanden sein sollte, hat, nachdem die 
Annahme einer groBeren Temperaturbestindigkeit des Kathepsins'? 
widerlegt und der spezifische Einflu8 der im Verdauungsansatz vor- 
handenen Anionen nachgewiesen werden konnte?, nur in einem Punkt 
Zweifel iibrig gelassen, naémlich in einer anscheinend starkeren Ver- 
dauungskapazitat des Magensaftes gegeniiber dem Pepsin, worauf 
Merten in einem Referat tiber unsere Arbeit hingewiesen hat*®. Wir 
versuchten inzwischen zu kliren, ob dieser Unterschied echt oder eben- 
falls durch die Versuchsanordnung bedingt war, und hatten zu diesem 
Zweck die Reproduzierbarkeit unserer MeBwerte zu iiberpriifen sowie 
zu kontrollieren, ob Magensafte verschiedener Herkunft tiberhaupt die 


gleichen Kurven ergaben. Danach war zu entscheiden, ob die erwaihnten 
Unterschiede innerhalb der allgemeinen Streuungsbreite lagen, oder ob 
sie als gesichert anzuerkennen sind. 


Methodik 


Frische Eier wurden 10 Min. gekocht, 5g des EiweiBes wurden durch ein 
0,3-mm-Sieb gerieben, mit 50 mi Salzsiure-Glykokoll-Puffer gut verriihrt, nach 
Py-Messung mit der Glaselektrode im Thermostaten angewarmt und nach Fer- 
mentzugabe 3 Stdn. bei 45° verdaut. Dann wurde schnell abgekiihlt, der py ge- 
messen, in Zentrifugenbecher iibergespiilt, auf etwa 200 ml verdiinnt und geschleu- 
dert, gewaschen und der Riickstand bis zur Gewichtskonstanz bei 100° getrocknet. 

Frisch gekochtes Eier-EiweiS wurde gewahlt, um ein méglichst natiirliches 
Modell zu haben. Hiervon geht im Durchschnitt etwa 1/, in Lésung, auch wenn 
gar kein Pepsin anwesend ist (Kohlenhydrate, Salze, Aminosiuren usw.). Man 
darf den Prozentsatz des Verdauten also nicht auf die Einwaage, sondern muf 
ihn auf einen Blindwert beziehen. Dieser betrug im Mittel von etwa 100 Messungen 
79 + 2% (M + 3m). Leider kénnen aber einzelne Werte zuweilen sehr betricht- 
lich abweichen, in unseren Versuchen z. B. zwischen 65% und 99%, was mit dem 
Zustand des Eies oder anderen Kinfliissen zusammenhangen mag. Wir bezogen 
deshalb den Verdauungswert nicht auf einen konstanten, sondern auf den jeweils 
dazugehérigen Blindwert und bezeichnen als den Prozentsatz des Verdauten: 


1 A, J. M. Crebolder, C. Engel u. C. J. Otten, Enzymologia [Den Haag] 15, 
103 [1951]. 

2 L.-W. Masch u. I. Huchting, diese Z. 801, 49 [1955]. 

3 R. Merten, Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 180, 47 [1956]. 
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wobei natiirlich stets die Trockengewichte gemeint sind. Diese Werte trugen wir 


logarithmisch auf, weil wir der Meinung sind, da8 man damit den Verdauungs. | 
effekt klarer interpretiert als bei der linearen Darstellung, was wir friher mit | 
Hilfe des Verdauungsfaktors anzudeuten versuchten*. Es erwies sich iibrigens nach. | 


Abb. 1. Verdauung von Hihnerei-Eiwei8 a) mit 1 ml Magensaft, b) mit 1 mg 
Pepsin 1: 10000, c) mit 2 mg Pepsin 1: 10000, d) mit 4mg Pepsin 1: 10000. 
c) und d) enthalten je zwei zeitlich verschiedene Versuchsserien. 


triglich als iiberflissig, den Blindversuch 3 Stdn. im Thermostaten mitlaufen zu 
lassen, wie wir es stets getan haben. Man erhilt die gleichen Werte, wenn man 
den Eiwei8brei durch einfaches Schiitteln mit Wasser auswiascht und dann trocknet. 
Um den px-Wert wahrend der Verdauung méglichst konstant zu halten, | 
haben wir ihn diesmal nicht mit Salzséure, sondern mit Salzsiure-Glykokoll-Puffer _ 
eingestellt. Wir erhielten auf diese Weise mit Pepsin oder mit einem Mischmagen- 
saft Kurven nach Abb. 1. Die Streuung wird besonders im schwach sauren Bereich | 
so stark, daB man kaum mehr von Kurven, sondern héchstens von Bandern 
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4 L.-W. Masch u. I. Otte-Huchting, Arzneimittel-Forsch. 7, 12 [1957]. 
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sprechen kann. Fiir die Diskussion wurde trotzdem mit dem Kurvenlineal je eine 
Linie zwischen die Punkte gelegt, die ungefihr den Verlauf der Verdauung 
wiedergibt. 

Der Vergleich des Mischmagensaftes mit Einzelsiften verschiedener Herkunft 
konnte nicht auf die hier beschriebene Weise durchgefiihrt werden, weil die Proben 
zu klein waren. Wir priiften sie deshalb nach der Methode von Anson®. 

4ml 2,5-proz. Himoglobinlésung und 1 ml Salzsiure entsprechender Kon- 
zentration wurden nach 10 Min. langem Aufbewahren im Thermostaten bei 37,5° 
mit 1 ml Fermentlésung versetzt. Nach genau 10 Min. wurde die Verdauung mit 
10 ml 37° warmer 0,3-n. Trichloressigsiure abgestoppt. Diese Mischung blieb noch 
5 Min. im Thermostaten und wurde danach filtriert. 






































10 
| SSeS 
s rT A. as a 
= err ss N " 
& 
| \ 
ay ‘ 
jI—— ss = 2 be Ny 














001 wo 
































=; 2 3 4 
el 
Abb. 2. Verdauung von Hamoglobin mit Magensaften verschiedener Herkunft: 
4 4 4 Mischsaft, » @ # Saft Nr.1, Pankreatitis, wenig Séure, o » m Saft Nr. 2, 
Hyperacid, coc Saft Nr. 3, Anacid, eee Saft Nr. 4, Duodenalulcus. 


Zu 5 ml des Filtrates wurden 10 ml 0,5-n. NaOH und 3 ml mit 2 Tln. Wasser 
verdiinntes Folin-Reagenz gegeben. Die Extinktion wurde nach 30 Min. im UV- 
Spektrophotometer nach Beckman bei 750 my in 1l-cm-Kiivetten gegen eine 
Mischung aus 5 ml Trichloressigsiure und Wasser (10 ml + 6 ml) und 10 ml 0,5-n. 
NaOH und 3 ml Folin-Reagenz (1 + 2 mit Wasser verdiinnt) gemessen. Von dieser 
Extinktion wurde die Extinktion der Substrat-Enzym-Mischung abgezogen, die 
man erhalt, indem man 1 ml Fermentlésung in die Trichloressigsiure gibt und 
nach 10 Min. mit der entsprechenden Hamoglobinlésung ohne Ferment vermischt. 


5 M. L. Anson u. J. Mirsky, J. gen. Physiol. 16, 59 [1950]. 
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Zur Verfiigung standen folgende Magensaftproben: 




























Saft Nr. Verdiinnung zum Versuch 
1 Verdacht auf Pankreatitis, wenig Saiure 8 auf 100 
2 EIREE Sc ee es ese te 2 auf 100 
3 a bestia jai a ele el Mi ia a ema 20 auf 100 
4 Geschwiir am Zwélffingerdarm ... . 4 auf 100 
5 RG eT eee ON ear es Ts 4 auf 100 


Von diesen Lésungen wurde je 1 m/ verwendet. Um die gemessenen Extink- 
tionen auf die gleiche Menge Magensaft beziehen zu kénnen, wurden die Werte 
von Saft Nr. 1 halbiert, die von Saft Nr. 2 verdoppelt, die von Saft Nr. 3 durch 5 
dividiert. Die Ergebnisse zeigt Abb. 2. 


Diskussion 


In einigen hundert Messungen fanden wir immer wieder bestiatigt, 
was Abb.1 zeigt: Die Fehlerbreite ist insbesondere im schwach sauren 
Gebiet so groB, daB man mit wenigen MeBwerten keirie reellen Kurven- 
details erhalten kann. Innerhalb der Streuungsbreite stimmen die Aus- 
wertungen iiberein, gleichgiltig, ob der py mit Salzsiure oder mit 
Salzsaiure-Glykokoll-Puffer eingestellt wird. Wiederum zeigt sich die 
Identitaét von Magensaft- und Pepsinkurven. Zur Verdeutlichung sind 
die Kurven in Abh. 3 zusammengefaBt. Man sieht, daB in Anbetracht 
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Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Vergleich der Verdauung von Hiihnerei-Eiwei8 mit 1 ml Magensaft sowie 
1 mg, 2 mg und 4 mg Pepsin 1 : 10000. 


Abb. 4. Verdauungsfaktoren (Verhiltnis des bei dem jeweiligen pg Verdauten zu 
dem bei px 1,6 Verdauten; Abnahme der maximalen Verdauungskraft) von 1 ml 
Magensaft sowie 1 mg, 2 mg und 4 mg Pepsin 1 : 10000. 
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der Streuung der Einzelwerte von keinem Unterschied zwischen Saft 
und Reinpepsin gesprochen werden kann, wenn man nur von gleichen 
Fermentkonzentrationen ausgeht. Dabei handelt es sich nicht um ein 
Zufallsergebnis, das durch unseren Mischmagensaft zustande kam. Ein 
zweiter Mischsaft verhielt sich genauso, und Einzelproben verschiedener 
Herkunft, z. T. von Patienten mit extremer Veranderung der Sekretion, 
waren nach Abb. 3 beziiglich der py-Abhangigkeit ihrer Proteasewirkung 
am Hamoglobin identisch mit den Mischsaften. Da die Extinktion der 
Verdauung proportional ist, miissen sich Kurven, die nur quantitativ 
verschieden, dagegen qualitativ gleich sind, durch vertikale Verschie- 
bungen zur Deckung bringen lassen. Das ist in Abb. 3 in befriedigender 
Weise der Fall. Fiir den Vergleich mit dem Pepsin eignet sich diese 
Methode u. E. nicht so gut wie die Eier-Methode, weil bei letzterer 
natiirliche Aktivatoren vom Ki geliefert werden kénnen, die bei der 
Anson-Methode méglicherweise vom Magensaft mitgebracht werden, 
dem reinen Pepsin aber fehlen. Dementsprechend fanden wir teilweise 
magensaftgleiche, teilweise aber auch unahnliche Pepsinkurven. 

Die Magensafte der einzelnen Patienten zeigen enorme Unterschiede 
im Pepsingehalt, wobei Ferment- und Séurekonzentrationen Hand in 
Hand gehen. Bei der physiologischen Verdauung ist das Mengenver- 
haltnis zwischen Ferment und Speise voéllig untibersehbar. Man sollte 
deshalb nicht allein die fir unsere Auswertungsmethoden festgelegten 
Mischungsverhaltnisse betrachten, sondern auf die Verminderung der 
maximalen Verdauungskraft mit abnehmendem Sauregrad achten, also 
auf das Verhaltnis des beim jeweiligen pu Verdauten zu dem bei pq 1,5 
Verdauten. Das entspricht dem friher definierten ,, Verdauungsfaktor‘‘. 
Abb. 4 zeigt die aus Abb. 3 errechneten Faktoren. Damit diirften die 
letzten Zweifel an der Identitét des unversehrten Pepsins mit der 
Magenprotease beseitigt sein. 

Michaelis und Mendelsohn§® haben bereits ganz ahnliche Resul- 
tate erhalten. Wenn man ihre Einzelmessungen auftraigt, so erhalt man 
Abb. 5. Obgleich diese Autoren mit anderen Substraten und nach einer 
anderen Methode arbeiteten, entspricht die -eingezeichnete Kurve 
unserer Abb. 4, nur liegt die Pepsinkonzentration hdher. Die Autoren 
haben die Verdauungswerte beim gleichen py jeweils zusammengefaBt 
und wie in Abb. 6 wiedergegeben. Buchs’ hat daraus einen ganz gegen- 
sitzlichen SchluB gezogen. Er hat zunachst eine Mittelwertkurve ge- 
zeichnet und ihr eine Kurve gegeniibergestellt, die nur 4 der um px 3 
liegenden Mittelwerte verbindet, ohne zu beriicksichtigen, daB diese 
Werte aus wenigen stark streuenden Einzelmessungen errechnet wurden. 
Er hat daraus auf ein Kathepsin geschlossen, das die alteren Autoren 
tibersehen haben sollten. Es leuchtet ein, daB eine so willkiirliche 
Deutung nicht anerkannt werden kann. 


6 L. Michaelis u. A. Mendelsohn, Biochem. Z. 65, 1 [1914]. 
? S. Buchs, Die Biologie der Magenkathepsine, S. Karger, Basel 1947, S. 52. 
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Michaelis und Mendelsohn antworteten 1914 auf die Frage, 
ob das durch Lab gefallte Casein durch Pepsin oder durch ein davon 
zu trennendes proteolytisches Ferment Casease verdaut werde: 


,»Wir kommen zu dem SchluB, daB die Annahme einer besonderen Casease 
iiberfliissig ist, und daB die Verdauung des Kises unter allen Umstinden von 
demselben Ferment des Magensaftes hervorgerufen wird, das alle anderen Proteo. 
lysen im Magen bewirkt und als Pepsin bezeichnet wird. Die sog. Caseasewirkung 
ist also nichts anderes als der letzte Rest von Pepsinwirkung im schwach sauren 


Gebiet, der natiirlich auch bei entsprechend gréBeren Pepsin- und Caseinmengen 


eine etwas starkere Proteolyse verursacht . . .“* 
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Abb. 5. Abb. 6. 


Abb. 5. Relative Wirksamkeit des Pepsins (= Verdauungsfaktor) bei der Edestin 
(o)- und Casein (v)-Verdauung von Michaelis und Mendelsohn‘, 
Abb. 6. Edestin- und Casein-Verdauung nach Michaelis und Mendelsohn’®: 
° Beobachtungspunkte mit Edestin, v Beobachtungspunkte mit Casein, © Theo- 
retisch konstruierte Punkte der Dissoziationskurve. 
Nach Buchs: 

.gestrichelt: Die (falsche!) Original-Pepsinaktivitatskurve von Michaelis und 
Mendelsohn, welche Mittelwerte verbindet. Ausgezogen: Die unvoreingenom- 
mene Verbindung aller gefundenen Zahlen laBt das Kathepsin scharf hervortreten.“ 


Wir ersetzten die Worte Casease und Kise durch Kathepsin und 
Hithnerei-EiweiB und stellen zu unserem Thema fest, daB damit der 
Erkenntnisgewinn der letzten 43 Jahre beschrieben ist. 


Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Messungen wurden von Frau H. Wolf- 
rath durchgefiihrt. 


Herrn Prof. Jacobi, Marienkrankenhaus Hamburg, danken wir verbind- 
lichst fir die Uberlassung der Magensiifte. 
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Zusammenfassung 


1. Normale und pathologische Magensiafte zeigen bei starken quan- 
titativen Unterschieden dasselbe qualitative Verhalten. 

2. Unter Beriicksichtigung der starken Streuung der Versuchsergeb- 
nisse im schwach sauren Bereich ergeben sich fiir gleich starke Pepsin- 
und Magensaftlésungen identische py-Abhangigkeiten der Verdauungs- 
kraft gegeniiber Eier-EiweiB. 

3. Die sogenannte Kathepsinwirkung ist nichts anderes als der 
letzte Rest der Pepsinwirkung im schwach sauren Bereich, der natiirlich 
bei gréBeren Pepsinmengen eine stirkere Proteolyse verursacht. 


Summary 


1. Normal and pathological gastric juices show the same quali- 
tative behaviour with great quantitative differences. 

2. In reference to the wide spread of experimental results in weakly 
acidic regions, identical pu-dependencies of digestability versus egg 
proteins are found for pepsin and gastric juice solutions of equal 
strengths. 

3. The so-called cathepsin effect is nothing but the very last effect 
of pepsin in the weakly acidic region, which naturally causes a more 
extensive proteolysis in the presence of larger amounts of pepsin. 
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Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe, VI’ 


Anderungen des Glykogen- und Glucosespiegels 
in der Leber mit Cortison vorbehandelter 
und alloxandiabetischer Mause nach Glucosebelastung 
Von 
Hans Bornig, Giinter Richter uni Horst Frunder 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1957) 


Herrn Professor Dr. Dr. E. Strack zum 60. Geburtstag 


In der IV. Mitteil.2? wurde gezeigt, das der Glucosespiegel in der 
Leber CCl,-vergifteter Tiere erniedrigt ist. 

Nach Glucosebelastung fehlt auBerdem in der geschadigten Leber 
das in der Leber normaler Tiere zu beobachtende Ansteigen des Glucose- 
spiegels. Es ergaben sich weiter Hinweise, daB nicht allein die Leber- 
schadigung, sondern offenbar in noch stirkerem Mae eine Aktivierung 
der Nebennierenrinde fir die Erniedrigung des Glucosespiegels in der 
Leber CCl,-vergifteter Tiere verantwortlich ist. 


Zur weiteren Klérung dieser Frage wurden die Veranderungen des 
Glykogen- und Glucosespiegels in den Lebern mit Cortison vorbehandelter 
und alloxandiabetischer Miéuse vor und nach einer Glucosebelastung 
untersucht. 


Methodik 


Versuchstiere und Bestimmungsmethoden waren die gleichen wie in der 
IV. Mitteil.? beschrieben. Die Glucosebelastung erfolgte durch subcutane Injektion 
von 0,7 ml einer 16-proz. Glucoselésung. Vorbehandlung mit Cortison (Kristall- 
suspension der Farbwerke Hoechst): Die Tiere der ersten Serie erhielten an 
zwei aufeinander folgenden Tagen pro Tag je 1 mg Cortison subcutan und kamen 
am 3. Tage zum Versuch. Die Tiere der zweiten Serie erhielten an 4 aufeinander 
folgenden Tagen pro Tag je 1 mg Cortison und kamen am 5. Tage zum Versuch. 


Alloxandiabetes: Die Tiere erhielten je 3—6 mg Alloxan subcutan oder intra- 
peritoneal, 2, 10 und 24 Stdn. spiter je eine subcutane Injektion von 0,7 ml einer 
16-proz. Glucoselésung. Sie kamen 5 Tage nach der Alloxaninjektion zum Versuch. 
Vor dem Versuch wurde bei jedem Tier der Blutzuckerwert bestimmt. Es wurden 
zwei Gruppen gebildet. Gruppe A mit Blutzuckerwerten von 150 bis 260 mg% 
und Gruppe B von 300 bis 400 mg%. 


1 V. Mitteil.: G. Richter, H. Frunderu. H. Bérnig, diese Z.310, 249 [1958]. 
2 H. Bornig, K. Stade, H. Frunder u. G. Richter, diese Z.310, 232 [1958]. 
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Ergebnisse 
I. Cortison-Vorbehandlung 


Bei den mit 2 x 1 mg Cortison vorbehandelten Tieren (s. Abb. 1) 
findet man vor der Glucosebelastung bei normalem Serumzuckerspiegel 
erniedrigte Glucose- und stark erhéhte Glykogenkonzentrationen in der 
Leber (Normalwerte s. Abb. 2 in 1. c.2). Nach Glucosebelastung findet 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Konzentrationsinderungen von Serumglucose (e—e), Leberglucose 
(o----o) und Leberglykogen (x------- x), bei mit 2 x 1 mg Cortison s. c. vorbe- 
handelten Mausen vor und nach Glucosebelastung. 

Kurvenpunkte mit s;. Zahl der Best. in ( ) daneben. 
Ordinate: Leberglykogen in mg/10 g Leber, Serum- und Leberglucose in mg/100 g 
Leber bzw. Serum. 


Abb. 2. Wie unter Abb. 1 nach Vorbehandlung mit 41 mg Cortison s. c. 


man in dieser Gruppe im Prinzip gleiche Verinderungen wie bei Normal- 
tieren, lediglich im Niveau etwas verschoben. Der Leberglucosespiegel 
steigt nach 30 Min. parallel zur Plasmazuckerbewegung zunachst an. 
Dieser Anstieg erfolgt von einem niedrigeren Ausgangswert und geht 
auch nicht so hoch wie in der Normalreihe (s. Abb. 2 in 1. c.”). Doch 
sind die Abweichungen vom Normalverlauf nicht signifikant. 

Der Leberglykogenspiegel ist fast doppelt so hoch wie normal. Aber 
auch hier bewirkt die Glucosebelastung — wie in der Normalreihe — 
keine signifikanten Glykogenverinderungen. Bemerkenswert ist in 
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dieser Gruppe, daB der Serumglucosespiegel 60 und 120 Min. nach der 
Glucosebelastung wesentlich rascher wieder zum Ausgangswert abfallt 
als normal. 

Ein anderes Bild ergeben die mit 4 je 1 mg Cortison vorbehan. 
delten Tiere. Hier findet man vor der Glucosebelastung einer deutlich 
erhéhten Serumglucosespiegel (232 mg°, gegeniiber normal 154 mg®,; 
P < 0,01). Trotzdem ist auch in dieser Gruppe der Leberglucosespiegel 
niedriger als normal und gleich groB wie bei den Tieren der vorher- 
gehenden Gruppe. Der Glykogengehalt ist normal. 

30 Min. nach der Glucosegabe ist der Serumglucosespiegel héher 
als bei den Tieren der vorhergehenden Gruppe. Er fallt jedoch an- 
schlieBend noch steiler ab als dort und liegt jetzt unter den vor der 
Glucosebelastung gemessenen Werten. 

Der Leberglucosespiegel steigt bis 30 Min. nach Glucosegabe sehr 
steil an. Er erreicht sogar die Werte des Plasmaglucosespiegels, was 
sonst nur bei schwerer CCl,-Schaidigung zu beobachten ist (s. 1. c.?), 
Danach folgt — wie bei der Serumglucosebewegung — ein sehr starker 
Abfall bis etwa zu den Ausgangswerten. 

Genau entgegengesetzte Verinderungen sieht man beim Leber- 

glykogen. Hier kommt es unter der Glucosebelastung zuerst zu einem 
fast vollstandigen Schwund des Leberglykogens und anschlieBend zu 
einer ausgepragten Glykogenbildung, so da 120 Min. nach Glucose- 
belastung die Anfangswerte wieder erreicht bzw. sogar iberschritten 
sind. 
. Nach 2mg Cortison bewirkt eine Glucosebelastung sicher keine 
tiber den zugeh6rigen Werten normaler Tiere liegende Erhéhung der 
Serumzuckerkonzentration. Es ist eher eine Erniedrigung vorhanden. 
Bei dieser Dosis kénnen die Cortisonwirkungen auf den Serumzucker- 
spiegel vor und nach Glucosegabe wahrscheinlich durch vermehrte 
Insulinausschiittung noch ausgeglichen werden’. Hierdurch werden die 
Cortisonwirkungen teilweise verwischt und die iibrigen Befunde schwer 
deutbar. 

Nach 4mg Cortison sieht man vor der Belastung einen deutlich 
erhdhten Serumglucosespiegel als Ausdruck eines gestérten hormonellen 
Gleichgewichtes. Auch nach Glucosegabe steigt der Serumzuckerspiegel 
zunichst stirker an als bei unvorbehandelten Tieren. Der nachfolgende 
sehr steile Abfall zwischen 30 und 60 Min. ist jedoch nicht mehr als 
Cortisoneffekt zu werten, sondern vermutlich auf eine Insulinbeteiligung 
zu beziehen, denn diabetische Tiere zeigen diesen steilen Abfall nicht 
(s. Abschn. IT). 

Bemerkenswert ist der fast vollstindige Glykogenverlust in den 
ersten 30 Min. nach Glucosegabe. Solche Verluste sind unter anderen, 


3 Siehe auch B. v. Issekutz jun., Wiss. Z. der E.-M.-Arndt-Univ. Greifs- 
wald, math.-naturwiss. Reihe V, 701 [1956]; G. Mohnike, Wiss. Z. der E.-M.- 
Arndt-Univ. Greifswald, math.-naturwiss. Reihe VI, 77 [1956/57]. 
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jedoch vergleichbaren Bedingungen schon wiederholt beschrieben wor- 
den*. Es bedarf jedoch noch weiterer Versuche, um die Ursachen fiir 
diese Reaktionsweise kennenzulernen: 

Der steile Anstieg des Leberglucosespiegels 30 Min. nach Belastung 
kann einmal Folge des iiberstiirzten Glykogenabbaues, andererseits aber 
auch Ausdruck von Permeabilitatsstérungen sein. Fiir letzteres spricht 
einmal die Parallelitat zur Serumzuckerbewegung sowie die gleichartige 
Reaktionsweise wie bei schwerer CCl,-Schiadigung der Leber?. 


II. Alloxandiabetes 


Um eventuell von der Schwere des Diabetes abhangige Unter- 
schiede in der Reaktionsweise aufkliren zu kénnen, wurden zwei Gruppen 
untersucht (s. Tab. 1). In Gruppe A (Tiere mit Blutzuckerwerten von 
149—261 mg%) findet man vor der Belastung signifikant erniedrigte 
Leberglucosekonzentrationen (P < 0,01) bei Vergleich mit normalen 
Tieren. In Gruppe B dagegen (Tiere mit Blutzuckerwerten von 299 
bis 395 mg%) ist die Leberglucosekonzentration signifikant héher als 
in Gruppe A (P < 0,001), aber auch héher als bei normalen Tieren 
(P < 0,02). 


Tab. 1. Blut- und Leberglucosekonzentration bei normalen u. alloxandiabetischen 
Miausen in mg% ; Mittelwerte + s. 





Blutglucose Serumglucose* Leberglucose 





Normal (s. l.¢.2). . . 92+20 (24) 153 154+23 (10) 
Diabetes Gruppe A . 194+-38 (9) 323 118+ 23 (9) 
Diabetes Gruppe B . 339+36 (5) 565 212-+56 (5) 








* Berechnet aus den Blutglucosewerten unter Zugrundelegen des in allen Versuchsreihen er- 
nittelten Quotienten Blutglucose/Serumglucose von ~ 0,6. 


Angenahert kann man in der Leber den Extrazellularraum (einschl. 
5—6°, Blutgehalt) mit 20—25°% ansetzen und weiter unterstellen, daB 
in diesem Anteil gleiche Glucosekonzentrationen vorhanden sind wie 
im Blutplasma. 

Bei Annahme von 25% Extrazellularraum im Lebergewebe errech- 
net sich dann in Gruppe A eine intrazellulire Leberglucosekonzentration 
(nach Abzug der im Gesamtwert mitbestimmten extrazelluliren Glu; 
cose) von rd. 50 mg% und in Gruppe B von 95 mg%, (s. auch Tab. 2). 


Tab. 2. Verhiltnis Leberglucose/Serumglucose bei normalen, mit Cortison vor- 
behandelten und alloxandiabetischen Tieren. In ( ) daneben die korrigierten Werte 
(ohne Extrazellularraum, s. Text). 





Diabetes 


Normal (s. 4) 2 mg Cortison | 4 mg Cortison 
- Gruppe A | Gruppe B 








1,0 (1,0) | 0,86 (0,82) | 0,54 (0,39) | 0,37 (0,26) | 0,38 (0,17) 
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Diese berechneten intrazellularen Glucosekonzentrationen kommen 
den in der Leber diabetischer Tiere vorliegenden Verhiltnissen sicher 


naiher als die direkt bestimmten Durchschnittswerte, selbst wenn die Ff 
Annahme von 25% Extrazellularraum durch spaitere Untersuchungen f 


noch etwas korrigiert werden miiBte. 

Aus diesen Befunden kann man folgende Schliisse ziehen: Erstens 
ist die intrazellulare Glucosekonzentration in der Leber alloxandia. 
betischer Tiere geringer als normal (auch bei schwererem Diabetes), 
und zweitens ist die intrazellulare Leberglucosekonzentration abhangig 





Abb. 3. Konzentrationsinderungen von 
Serumglucose (e———e), Leberglucose 
(o - - - o) und Leberglykogen (x-------- x) bei 
alloxandiabetischen Mausen vor und nach 











¥ Glucosebelastung. 
(4) ; ; 
/ = Kurvenpunkte mit sz. Zahl der Best. in 
om / i ( ) daneben. 
a) ~s.jg Ordinate s. Legende zu Abb. 1. 
6) 
a 
i (2) 
0 60 120 


von der Hohe des Plasmazuckerspiegels, im Prinzip ahnlich wie bei 
normalen Tieren. Es sind beim Diabetes lediglich hohere Plasmazucker- 
konzentrationen notwendig als bei normalen Tieren, um die gleiche 
Erhéhung des Leberglucosespiegels zu erzielen. Ahnliche Verhiltnisse 
gelten auch fiir die im vorigen Abschnitt beschriebenen Cortisontiere. 
Sie lassen sich am besten durch das Verhiltnis Leberglucose/Serum- 
glucose bei den verschiedenen Tiergruppen charakterisieren (s. Tab. 2). 

Diabetische Tiere (in Abb. 3, Gruppen A und B zusammengefaBt), 
reagieren auf die Glucosebelastung erwartungsgemaéB mit einem be- 
trichtlichen Ansteigen der Serumglucosekonzentration (Mittelwert nach 
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30 Min. 950 mg%). Parallel dazu erhebt sich auch der Leberglucose- 
spiegel, nach 30 Min. bis auf fast 480 mg%, ein Wert, der (auch nach 
Korrektur, ohne Extrazellularraum) noch iiber den bei normalen Tieren 
30 Min. nach Glucosebelastung gemessenen Werten (265 mg% unkorr., 
s. 1. c.?) liegt. Bei letzteren findet man zu diesem Zeitpunkt jedoch 
nur 330 mg% Serumglucose. 

Offenbar ist bei diabetischen Tieren das hohe Glucosekonzentrations- 
gefiille Plasma-Leber fiir das Ansteigen des Leberglucosespiegels tiber 
die bei normalen Tieren nach gleicher Glucosegabe gefundenen Werte 
verantwortlich. Gleichzeitig sinkt zwar der sehr niedrige Leberglykogen- 
spiegel noch weiter ab. Die aus dem geringen Glykogenverlust méglicher- 
weise frei werdenden Glucosemengen reichen jedoch zur Erklérung der 
Verinderungen des Glucosespiegels nicht aus. Recht gut parallel zum 
Abfall des Serumglucosespiegels nihert sich der Leberglucosespiegel nach 
120 Min. wieder den vor der Belastung gemessenen Werten. 


Besprechung 


Nach einer Glucosebelastung verandert sich der Leberglucosespiegel 
normaler Tiere parallel zur Plasmazuckerbewegung. Auch bei mit Cor- 
tison vorbehandelten und alloxandiabetischen Tieren findet man die 
gleiche Parallelitét zur Plasmazuckerverschiebung. Es sind jedoch in 
diesen Gruppen Abweichungen vom Normalverlauf zu beobachten. Bei 
den mit 2 mg Cortison vorbehandelten und den alloxandiabetischen 
Tieren ist ein wesentlich gréBeres Glucosekonzentrationsgefalle Plasma- 
Leber notwendig, um eine Erhéhung des Leberglucosespiegels zu er- 
reichen als bei normalen Tieren. Moéglicherweise trifft das auch fir die 
mit 4mg Cortison vorbehandelten Tiere zu, und der in dieser Gruppe 
abweichende Verlauf ist nur Folge des durch die Glucosebelastung aus- 
gelésten Glykogenabbaues. 

Das Glucosekonzentrationsgefalle geht unter Glucosebelastung 
sicher vom Blutplasma iiber den Extrazellularraum zur Leber. 

Es besteht bei den durch Alloxan und 2 mg Cortison geschadigten 
Tieren offenbar eine Hemmung fiir den Eintritt von Glucose in die 
Leberzelle. Denn fiir einen erhdhten Glucoseverbrauch in der Leber- 
zelle, der gleichfalls zur Erniedrigung des Glucosespiegels fiihren kann, 
ergeben die bisherigen Versuche keinen Hinweis. Der Glykogenspiegel 
der mit 2 mg Cortison vorbehandelten Tiere andert sich nicht deutlich, 
und bei den alloxandiabetischen Tieren ist eher eine Glykogenvermin- 
derung nachweisbar. Ein im Vergleich zu normalen Tieren vermehrtes 
AbflieBen von Glucose iiber andere Stoffwechselwege der Leber ist bei 
den diabetischen Tieren auch wenig wahrscheinlich. Die Konzentrationen 
von Hexosemonophosphaten, die bei der verwendeten Glucosebestim- 
mungsmethode mit erfaBt werden, sind in der Leber etwa eine GroBen- 
ordnung kleiner als die von freier Glucose. Sie verandern sich in allen 
Gruppen unter einer Glucosebelastung im Vergleich zur freien Glucose 
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nur wenig* und liefern daher auch keine andere Deutungsméglichkeit 
fiir die Verinderungen des Leberglucosespiegels unter einer Glucose. 
belastung. 


Fraulein W. Endler und Frau D. Brennich danken wir fir fleiBige und | 


zuverlassige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


In der Leber mit Cortison vorbehandelter und alloxandiabetischer 4 


Miuse ist die Glucosekonzentration erniedrigt. 


Nach Glucosebelastung verandert sich der Leberglucosespiegel | 


parallel zur Plasmazuckerbewegung. Es ist jedoch ein gréBeres Konzen- 
trationsgefalle Plasma-Leber fiir die Erhéhung des Leberglucosespiegels 
notwendig als bei normalen Tieren. Der Einstrom von Glucose in die 
Leberzellen scheint erschwert zu sein. 


Summary 


The concentration of glucose in liver is lowered in cortisone treated © 


and alloxan diabetic mice. 


After glucose stress the glucose level in liver is altered parallel to © 
changes of plasma sugar. However, a greater drop of concentration © 
between plasma and liver is necessary to raise the glucose level in liver 7 
than with normal animals. The influx of glucose into liver cells seems © 


to be impeded. 


4 Unverdff. Versuct-e. 
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Die Bestimmung von Glycerin im Blut* 


Von 


Dietmar Biesold und Erich Strack 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1957) 


Um Glycerin im Blut bei Glycerinzufuhr und unter besonderen 
Stoffwechselbedingungen laufend bestimmen zu kénnen, wird ein spezi- 
fisches und empfindliches Verfahren bendtigt. Altere Verfahren ent- 
sprechen den Anforderungen nicht, weil sie zu groBe Mengen Blut er- 
fordern. Ein neues fermentatives Bestimmungsverfahren wurde kiirz- 
lich von O. Wieland! beschrieben. Wir konnten dieses Verfahren nicht 
erproben, weil wir die materiellen Voraussetzungen noch nicht hatten. 
Die photometrischen Verfahren sind jedoch meist empfindlicher zu ge- 
stalten und sind deshalb fiir Reihenversuche an Kleintieren geeigneter. 

Ein mehrfach benutztes photometrisches Mikroverfahren, das auf 
der Kondensation von Acrolein und Anthron beruht, hat Sveinsson? 
zugunsten der Perjodatoxydation® wieder verlassen. Diese wie auch die 
Farbstoffbildung boten jedoch fir Blut Schwierigkeiten, die uns zum 
eingehenden Studium der Reaktionsbedingungen zwangen. 

Glycerin zerfallt bei der Oxydation mit Perjodat in 2 Mol Formal- 
dehyd und 1 Mol Ameisenséure; dabei entsteht Jodat. Der Glycerin- 
gehalt kann daher auf verschiedenen Wegen ermittelt werden: jodo- 
metrisch oder durch Bestimmung der organischen Endprodukte der 
Oxydation. Die experimentelle Priifung ergab, daB die Bestimmung 
des entstehenden Formaldehyds mit Chromotropséure am zweck- 
maBigsten ist. 


Der Nachweis des Glycerins an der gebildeten Ameisensiure* und am Form- 
aldehyd mit Sulfit® erfordern mehr Blut und stehen deshalb auch photometrischen 
Bestimmungen nach, weil diese rascher auszufiihren sind. Ebenso waren die von 
uns fiir andere Zwecke erprobten Mikroverfahren, wie die bekannte Fallung mit 





* Zum Teil vorgetragen auf der Tagung der Physiol. Chemiker, Basel, Sep- 
tember 1957. 

1 Q. Wieland, Biochem. Z. 829, 313 [1957]. 

2 §. L. Sveinsson, Acta physiol. scand. 15, 322 [1948]. 

3 Zusammenfassende Darstellungen a) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Hdb.d. phy- 
siol. u. pathol.-chem. Analyse, 10. Aufl., III/1, 360ff., Springer-Verlag Berlin-Gét- 
tingen-Heidelberg 1955; b) ,,Glycerol“‘ C.S. Miner u. N. N. Dalton, New York, 
= S. 167ff., 1953; c) ,,Methods of Biochemical Analysis‘ Vol. III, 8S. 111 ff., 
1956. 

4 J. W. B. Erskine, C. R. N. Strouts, G. Walley u. W. Lazarus, Analyst 
78, 620 [1955]. 

5 P. J. Elving, B. Warshowsky, F. Shoemaker u. J. Margolit, Analyt. 
poe 20, 25 [1948]; L. A. Shinn u. B. H. Nicolet, J. biol. Chemistry 188, 91 

41]. 
] - 
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Dimedon oder photometrisch mit Homocystein®, die Bestimmung nach Schryver’, | 
mit Phenylhydrazin, Kaliumcyanoferrat(III) und konz. Schwefelséure® der photo. | 
metrischen Bestimmung mit Chromotropsiure unterlegen, die Eegrive® angab | 
und die Boyd und Logan?® 1942 nach Oxydationen mit Perjodat verwendeten. nu 
Fir Glycerinbestimmungen wurde das Verfahren in der Folgezeit 6fter an. en 
gewendet!!—1%, meist in Garansitzen, Mosten und Weinen. | dai 
Im Blut kénnen Glucose, Fructose, Triosen, Serin und evtl. Sterine _piy 
stéren, weil sie mit Perjodat ebenfalls Formaldehyd ergeben. In der yj, 
Hauptsache ist Glucose zu beachten. Die anderen Stoffe kommen ent- gin 
weder in zu geringer Konzentration vor oder reagieren bei unseren Ver- gi 
suchsbedingungen nur wenig. Glucose ergibt 1 Mol Formaldehyd. Sie Lj 
wird um so mehr stéren, je mehr sie gegeniiber dem Glyceringehalt yj 
tiberwiegt. Die Glucose zu entfernen, wie es beim Wein und Most pj 
(Peynaud und Charpentie?*) und bei biologischem Material'* durch ent 
Fallung als Cu-Ca-Komplex und anschlieBender Elution des Glycerins py 
mit 80-proz. Athanol geiibt wird, hatte betrichtliche Glycerinverluste _ orh 
im Gefolge. Holst}® enteiweiBte nach Somogy?* und entfernte sté- jie] 
rende Stoffe mit Goulards Extrakt. Unsere Nachpriifung ergab, daf 
der Bleiiiberschu8B schwierig zu entfernen war, die Kinzelbestimmungen 
betrachtlich streuten und Glycerin nicht unerheblich verloren wurde. 


Unter anderen Versuchsbedingungen soll der Glucosefehler klein® Tal 
und ziemlich unabhingig von der Konzentration der Glucose sein. | 
Eigene Untersuchungen zeigten, daB die vorgetiiuschten Glycerinwerte 
mit der Glucosekonzentration einhergehen — 50; 100; 200; 400 mg®, 
Glucose ergaben entsprechend 0,5; 1,4; 2,8 und 7,8 mg% Glycerin. 
wert. Da jedoch der Glucosespiegel auch bei Glycerinzufuhr nur wenig 
verandert wird, so bleibt ein Glucosefehler etwa gleichgro8 und kann x, 
bei hoherem Glyceringehalt sogar unberiicksichtigt bleiben, da er dann 
in den Fehlerbereich des Verfahrens eingeht. Wir fanden weiter, dab yy, 
bei steigender Temperatur und steigender Perjodatkonzentration Glu- 
cose zunehmend oxydiert wird. Wir wihlten deshalb nicht die tibliche |.) 
,Zimmertemperatur, sondern genau 15° und 0,1 ml 0,03-m. NaJO,. 






















































r 
Nach genau 3 Min. stoppten wir die Oxydation durch As,O, ab. Sal 
¢ E. Strack, W. Friedel u. K. Hambsch, diese Z. 805, 237 [1956]. nc 


7 §. B. Schryver, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 82, 226 [1909]. & 
8 P. Desnuelle u. M. Naudet, Bull. Soc. chim. France 12, 871 [1945]; Los 
P. J. Calleje, Rev. Asoc. bioquim. argent. 15, 84 [1956]. mu 
® E. Eegrive, Z. analyt. Chem. 110, 22 [1937]. pro 
10 M. J. Boyd u. M. A. Logan, J. biol. Chemistry 146, 279 [1942]. 
11 PD. A. McFadyen, J. biol. Chemistry 158, 107 [1945]. 
12M. Lambert u. A. C. Neish, Canad. J. Res., Sect. B 28, 83 [1950]. ver 
13 a) V. P. Hollander, S. di Mauro u. O. H. Pearson, Endocrinology 49, — 
617 [1951]; b) J. F. O’ Dea u. R. A. Gibbons, Biochem. J. 55, 580 [1953]; 
c) E. Peynaud u. Y. Charpentie, Ann. Falsificat. Fraudes 47, 1 [1954]; 
d) W. R. Frisell, C.A.Meech u. C.G. Mackenzie, J. biol. Chemistry 207, 709 hav 
[1954]; e) S.L. Tompsett u. D. C. Smith, Analyst 78, 210 [1955]. 
14S. C. Harvey u. V. Higby, Arch. Biochemistry 80, 24 [1951]. 328 
15 E. Holst, Acta physiol. secand. 7, 69 [1944]. 
16 M. Somogy, J. biol. Chemistry 86, 655 [1930]. 
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Der Formaldehyd wurde mit der Chromotropséure ahnlich wie bei 
Bremanis”” umgesetzt, der im Gegensatz zu anderen’® statt mit konz. 
nur mit 80-proz. Schwefelsaure versetzte. Bereits 72-proz. Schwefelsaure 
entwickelt die Farbe ausreichend!®. Konz. Schwefelsaure stért besonders 
dann, wenn die Farbe im siedenden Wasserbad entwickelt wird. Weiter- 
hin stért Licht?? und nicht gleichbleibende Temperatur die Farbent- 
wicklung!®>, Diese Abweichungen werden kleiner, wenn zur Probe zuerst 
eine frisch hergestellte, klar filtrierte wiBrige Lésung von Chromotrop- 
siure zugegeben wird und die Reagenzglaser unter Ausschlu8 direkten 
Lichtes in Kochsalz-Eismischung gebracht werden. Nach einigen 
Minuten wird dann unter Umschiitteln 80-proz. Schwefelsaure zugesetzt. 
Die Probe bleibt vorerst ungefarbt. Die Farbe wird in 20 Min. bei 60° 
entwickelt. Mit Beginn der Farbentwicklung bleiben die Proben im 
Dunkeln, wo sie bis zu 24 Std. haltbar sind. Die Werte steigen schon 
erheblich an, wenn die Farblésungen etwa 16 Stdn. dem diffusen Tages- 
licht des Laboratoriums ausgesetzt waren (Tab. 1). 








Sofort Nach 24 Stdn. 

Tab. 1. Einflu8 des Lichtes auf den Formal- dunkel | _ hell 
dehyd-Chromotropsiure-Farbkomplex. 

Glycerin in mg’. 17,8 18,2 33,6 

nila 22'8 234 | 43,4 

33,3 33.2 56,8 





Versuche, den bei der Oxydation gebildeten Formaldehyd vor der 
Bestimmung durch Destillation®®1° oder durch Diffusion!** abzutren- 
nen, hatten bei unseren Blutproben zu groBe Verluste. Der gebildete 
Formaldehyd muBte deshalb im Oxydationsansatz selbst bestimmt 
werden. Stérendes JO,° und JO,° werden zu J® reduziert. Wir ent- 
schieden uns fiir Arsenit als Reduktionsmittel, weil es im Gegensatz 
zum 6fters benutzten SnCl, in Lésung bestindig ist und nicht wie 
Sulfit und Hydrogensulfit Formaldehyd bindet und der Reaktion mit 
Chromotropsiaure entzieht. DaB As,O, nach der Reaktion kolloidal in 
Lésung geht!*4, konnten wir nicht finden, und die Angabe, daB die 
Lésungen tiber 60° klar werden, laé8t eigenen Beobachtungen nach ver- 
muten, daB es sich um kolloidal verteiltes Jod handelte. Die hoch- 
prozentige Schwefelsiiure hat vermutlich Jodid zu Jod oxydiert, denn 
wir fanden, daB iiberschiissiges Reduktionsmittel die kolloidale Fallung 
verhindert. Freies Jod stért, denn es erhéht den Blindwert, und die 


17 E. Bremanis, Z. analyt. Chem. 180, 44 [1949]. 

18 a) R. N. Boos, Analytic. Chem. 20, 964 [1948]; b) R. Fabre, R. Trut- 
haut u. A. Singerman, Ann. pharmac. frang. 12, 409 [1954]. 

19 T. Kleinert u. E. Strepel, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 33, 
328 [1948]. 

*0 A. C. Corcoran, H. P. Dustan u. J. M. Page, J. Lab. clin. Med. 38, 
780 [1951]. i 
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Werte streuen infolge der Jodfliichtigkeit. Auch hier ist deshalb konz, _ 
Schwefelsiure und Siedetemperatur bei der Farbentwicklung nach. — 


teilig. 


Das gebildete Jodid wird zweckmaBigerweise vorher mit Ag ent. — 
fernt®!. Dabei stéren aber kolloidale Silberfillungen die Messungen. Ent. — 
fernt man JO,° und JO,° ohne Reduktion!*> durch Fallung mit Blei- — 


dithionat, so muB nach Zugabe der Schwefelsiure das gebildete Blei- 
sulfat abzentrifugiert werden. Diese Art des Vorgehens 1aBt unbeach- 
tet, daB gebildeter Farbstoff durch Adsorption verloren gehen kann, 
Bei unseren Untersuchungen muB8ten wir immer wieder feststellen, 
daB der Bodensatz durch Farbstoff dunkel verfarbt war. 


Wir gingen deshalb so vor, daB wir nach Reduktion mit As,0, — 
Silberacetat zugaben und die iiberschiissigen Silberionen mit konz, ~ 


Salzsaure fallten. Wir erhielten so eine véllig klare Lésung. Die Salz. 


siure hat keinen EinfluB auf die Formaldehyd-Chromotropsiure. ~ 


Reaktion. 


Arbeitsvorschrift 
a) Reagenzien* 
1. 1,8-proz. (g/v) Zinksulfatlésung 
. n/10-NaOH 
. 0,03-m. NaJO, p. a. in 2,9-proz. (g/v) Schwefelsiure 
. 1,0-n. Arsenit 
. 0,05-n. Silberacetat 
. 25-proz. Salzsiure, d 1,125 


nach Somogy 


1D Ore oo dD 


sung, die durch eine Fritte klar filtriert wird) 
8. 80-proz. (g/v) Schwefelsaure 


b) Arbeitsgang 
0,1 ml Blut oder Serum werden in 2,9 mi dest. Wasser gebracht, 1,0 ml Zink- 
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Reng ne Das eC as, 


250 mg-proz. Chromotropsiurelésung (stets frisch hergestellte wiBrige Lé- 


sulfatlésung und 1,0 ml Natronlauge zugegeben und geschiittelt. Dann wird zentri- 

fugiert und von der klaren Fliissigkeit 2,0 m/ in ein Zentrifugenglas tiberfiihrt. — 
In einem besonderen Stander, der den Einfall von direktem Licht verhindert, — 
wird es in einem Thermostaten auf 15° temperiert, mit 0,1 ml Natriumperjodat. 
lésung versetzt und umgeschiittelt. Nach genau 3 Min. wird 0,1 mi Arsenitlésung © 
einpipettiert und umgeschiittelt. Wir verarbeiteten meist Serien von 10 Proben ~ 
auf einmal, AnschlieBend werden 0,1 mi Silberacetatlésung und 0,5 ml Salzsaure 


einpipettiert. Die Proben werden nun aus dem Stander genommen und solange 
geschiittelt, bis sich ein flockiger Niederschlag bildet. Dieser wird abzentrifugiert. 


Von der klaren Flissigkeit wird 1,0 m/ abgenommen und mit 1,0 ml Chromotrop- — 
sdurelésung versetzt. Die Reagenzgliser werden nun in Kochsalz-Eismischung © 
gekihlt und unter Schiitteln mit 5,0 m/ 80-proz. Schwefelsiure versetzt. Die — 


Proben verbleiben im Dunkeln und werden fiir 20 Min. in ein Wasserbad von 60° 


gesetzt. Der Fliissigkeitsspiegel des Wasserbades soll oberhalb der Fliissigkeit im ~ 
Reagenzglas sein. Die Reagenzgliser werden dann in flie8endem Wasser gekihlt. — 


tes Tas 


Gemessen wird im Photometer oder im Lange-Kolorimeter unter Verwendung ; 








* Fa. Merck, Darmstadt, danken wir fiir Uberlassung von Materialien; 
Fri. R. Arnold fiir besonders fleiBige Mithilfe. 

21 P, Fleury, J. Courtois u. R. Perles, Mikrochem. verein. Mikrochim. 
Acta 87, 863 [1951]; J. Rabinovitch. J. Decombe u. A. Freeman, Lancet 
1951, 1201. 
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Abb. 1. Eichkurve zur Glycerinbestimmung in 0,1 m/ Blut oder Serum. 


eines Griinfilters gegen Wasser oder verd. Schwefelsiure. Fiir jeden Kochansatz 
wird ein Blindwert mitbestimmt. Die Extinktionen werden an Hand einer Eich- 
kurve ausgewertet, die mit reinem bidest. Glycerin hergestellt ist. 

Die Eichkurve erfiillt bis zu Glycerinkonzentrationen von 70 mg°, 
im Blut das Bouguer-Lambert-Beersche Gesetz. Bei hédheren 
Glycerinkonzentrationen verdiinnt man oder man nimmt 0,05 m/ Blut 
oder Serum. 

Tab. 2 zeigt ein Beispiel der Glycerinbestimmung unmittelbar und 
in Blut. Der maximale Verlust bei der Einzelbestimmung liegt bei 3,4°%, 
der mittlere Verlust bei den 4 Bestimmungen zwischen 0,6 und 1,5°%,. 


Tab. 2. Glycerinbestimmungen in 0,1 ml Kaninchenblut nach Zufiigen von Glycerin. 











Gefundene , 
5) Blind- Bat °% des 
Gir nA wert Glycerin im Blut biacgtiomg cerim- | Ausgangs- 
tae Blut) im Blut wertes 
13,6 1,2 14,6; 14,4 13.6; 13,2 98,5 
14,4; 14,8 13,2; 13,6 
37,0 1,2 38,0; 37,7 36,8; 36,5 99,4 
38,2; 38,0 37,0; 36,8 
60,2 1,2 60,3; 60,0 59,1; 58,2 98,5 
61,1; 61,4 59,9; 60,2 











Von Interesse ist der im Blut vorhandene Blindwert. Bei einer 
gréBeren Reihe von Untersuchungen mit Kaninchenblut fanden wir im 
Mittel 3,9mg% + 2,7 mg%. Die unkorrigierten ,,Glycerinwerte“ des 
Blutes schwanken individuell und bei dem gleichen Tier, auch wenn sie 
an Tieren durchgefiihrt werden, die 24 Stdn. gehungert hatten. Gleich- 
zeitige Bestimmungen der Glucose im Blut des Kaninchens ergaben 
Werte zwischen 70 und 100mg%. Ihr Glycerinwert entsprach bis 
1,4 mg°,. Mit unserem Verfahren sind in der Einzelbestimmung Mengen 
bis 0,5 y quantitativ nachzuweisen. Diese hohe Empfindlichkeit und die 
geringe Blutmenge machen es deshalb fiir Reihenversuche an Klein- 
tieren sehr geeignet. 
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120 Bestimmung von Glycerin im Blut 


Mit dem seit fast 114 Jahren erprobten Verfahren haben wir eine 
groBe Zahl von Bestimmungen unter enteralen Dauerinfusionen mit 
Glycerin ausgefiihrt. Abb. 2 zeigt ein Beispiel von Blutkonzentration 
und intraduodenal zugefiihrter Menge, das am gleichen Tier durch. 
gefihrt wurde. In ihm spiegeln sich mehrere Regulationsvorginge und 
individuelle, zeitliche Ansprechbarkeiten, iiber die in spéteren Arbeiten 
eingehend berichtet werden wird. 
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Abb. 2. Glycerinspiegel im Ohrvenenblut nach enteraler Glycerinzufuhr. 


Bei Zufuhr von 0,1 g Glycerin/kg/Stde. ist der maximale Spiegel 
bereits nach 1 Stde. erreicht. Er iibersteigt nicht 10 mg%. Bei 0,2 g/kg/ 
Stde. liegt der Blutspiegel zwischen 60 und 70 mg%. Bei 0,3 g/kg/Stde. 
steigt er auf 108 mg%, an, bei 0,5 g/kg/Stde. ist er, weiter steigend, nach 
7 Stdn. bei 200 mg% angelangt. Bei 0,2—0,5 g/kg/Stde. war eine Aus- 
scheidung im Harn vorhanden. 


Zusammenfassung 


Ein Verfahren zur Glycerinbestimmung in 0,1 ml (bzw. 0,05 ml) 
Blut oder Serum mit einer mittleren Fehlerbreite von 2° wird an- 
gegeben: Oxydation mit Perjodat und Photometrie des entstandenen 
Formaldehyds mit Chromotropsiure. 

Kaninchenblut enthalt 3,9 mg% + 2,7 mg% ,,Glycerinwert“. 
GleichmaBige enterale Glycerininfusion erhéht den Blutspiegel mit den 
in der Zeiteinheit zugefiihrten Mengen. 


Summary 


A procedure to determine glycerol in 0.1 m/ or 0.05 ml blood or 
serum is reported with a mean range of error of 2%. The sample is 
oxidised with periodate and the resulting formaldehyde measured 
photometrically with chromotropic acid. Rabbit blood possesses a 
, glycerine value“ of 3.9mg% + 2.7 mg%. A uniform enteral infusion 
of glycerine raises the blood level with the amounts added per unit time. 
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Uber die Darstellung und Eigenschaften 
des sogenannten Lysozym-Substrates 
Von 
Ernst Schiitte und Klaus Krisch 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitat Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Dezember 1957) 


Im Jahre 1922 entdeckte Fleming! in den Geweben und Sekreten 
verschiedener Tierarten einen Faktor, der Bakteriolyse von Suspen- 
sionen des Micrococcus lysodeicticus* bewirkt und den er als Lysozym 
bezeichnete. Im Jahre 1937 stellten Abraham und Robinson? erst- 
malig kristallisiertes Lysozym aus EiereiweiB dar. Ein vereinfachtes 
Verfahren zur Gewinnung und Kristallisation von Lysozym aus Eiklar 
wurde spaéter von Alderton, Ward und Fevold angegeben®. Es handelt 
sich um ein Protein von ausgepragt basischem Charakter (I. P. 10,5) 
und einem Molekulargewicht von 18000*. 

Als leicht kristallisierbares, gut definiertes Protein hat Lysozym 
sich als sehr geeignetes Objekt fiir proteinchemische Untersuchungen 
erwiesen 5, 

Wenn wir also heute iiber Lysozym als Protein relativ gut unter- 
richtet sind, so sind andererseits unsere Kenntnisse itiber den enzy- 
matischen Wirkungsmechanismus des Lysozyms und seine Bedeutung 
fir den Organismus noch sehr unvollstaéndig. Nach Bakteriolyse des 
M.l. sind im Ansatz reduzierende Substanzen und Acetylhexosamin 
nachweisbar, die beim Abbau der Bakterienkapsel durch Lysozym frei 
werden. Uber die Natur der Spaltprodukte im einzelnen ist jedoch bis 
heute noch nichts bekannt. 

Bevor niahere Aufschliisse iiber den enzymatischen Wirkungsmecha- 
nismus des Lysozyms erwartet werden kénnen, mu8 zunichst das 


* Fir Micrococcus lysodeicticus wird im folgenden die Abkiirzung WM. l. 
angewandt. 

1 H. Fleming, Proc. Roy. Soc. [London] 98, 306 [1922]. 

2 E. P. Abraham u. R. Robinson, Nature [London] 140, 24 [1937]. 

3G. Alderton, W. H. Ward u. H. L. Fevold, J. biol. Chemistry 157, 43 
[1945]; G. Alderton u. H. L. Fevold, ebenda 164, 1 [1946]. 

4 E. P. Abraham, Biochem. J. 88, 622 [1939]. 

5 C. Fromageot u. M. P. de Garilhe, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 4, 509 [1950]; R. Monier, Y. Gendron, M. Jutisz u. C. Fromageot, 
a 8, 588 [1952]; R. Acher, U.-R. Laurila u. C. Fromageot, ebenda 19, 

7 [1956]. 
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Lysozym-Substrat — die mucopolysaccharidhaltige Kapselsubstanz des 
M.1. — isoliert und in seiner Struktur naiher aufgeklart werden. Damit 
befassen sich eine Reihe von Arbeiten®. 

Die Isolierung hochpolymerer Kohlenhydrat-Fraktionen aus M. |, 
ist schwierig, weil M.1. gegen die in der Bakteriologie tiblichen mecha. 
nischen Verfahren zur Zerst6rung der Zellstruktur (Ultraschall, Bak. 
terienmiihlen usw.) sehr resistent ist und das Lysozym-Substrat inner. 
halb des Zellwalles als unloslicher Komplex vorliegt, der sich nicht ohne 
weiteres extrahieren ]48t. So wurden zuniachst zur Darstellung des 
Lysozym-Substrates recht drastische Aufarbeitungsmethoden angewandt, 
wie Extraktion mit 2,5-n. NaOH bei 100° ®, oder Behandlung der Zellen 
mit Hypochlorit bzw. Formamid bei 170° ®. Mit diesen Methoden wurden 
naturgemaB nur depolymerisierte Produkte erhalten. 

Es bedeutete einen wesentlichen Fortschritt, als es K. Meyer und 
Hahnel® gelang, aus M./. ein hochpolymeres Mucopolysaccharid zu 
gewinnen, das durch Lysozym depolymerisiert wurde. Die Autoren be- 
schreiben eine viskosimetrische Bestimmungsmethode fiir Lysozym. 
Die Auflésung der Bakterienzellen wurde durch prolongierte Behandlung 
mit 0,5-n. NaOH unter Stickstoff-Atmosphire erreicht. Nach Ansauern, 
Alkoholfallung und mehrfacher Enteiweifiung gewannen K. Meyer und 
Hahnel ein Produkt, das zwischen 5,5—6,5°%, Stickstoff und 23—-30°, 
Hexosamin enthielt. Weitere Daten werden nicht mitgeteilt. Bei Inku- 
bation mit Lysozym wurden um 10°, des Substratgewichtes an redu- 
zierenden Substanzen und etwa 5°, Acetylhexosamin freigesetzt. 

Die Darstellung eines Lysozym-Substrates aus tierischen oder 
menschlichen Geweben ist bisher noch nicht gelungen. Man ist also bei 
Untersuchungen tiber den Wirkungsmechanismus des Lysozyms vorerst 
weiterhin auf die Kapselsubstanz des M. /. angewiesen. 

Im folgenden wird iiber die Isolierung zweier hochpolymerer Muco- 
polysaccharidfraktionen aus M./. mit Hilfe einer etwas vereinfachten 
Methodik berichtet. Die analytischen Daten der gewonnenen Praparate 
werden angegeben und die Ergebnisse einiger Untersuchungen tiber den 
enzymatischen Abbau mitgeteilt. 


Ergebnisse 


I. Isolierung des Lysozym-Substrates 
aus Micrococcus Lysodeicticus 


In Anlehnung an die Methode von K. Meyer und Hahnel® wurde 
im Bakterientrockenpulver die Auflésung der Zellen durch prolongierte 
Behandlung mit 0,5-n. NaOH (7 bzw. 21 Tage) unter Stickstoffatmo- 
sphare erzielt (siehe das folgende Schema). 


6 a) K. Meyer, R. Thompson, J. W. Palmer u. D. Khorazo, J. biol. 
Chemistry 118, 303 [1936]; b) A. Epstein u. E. Chain, Brit. J. exp. Pathol. 21, 
339 [1940]; c) K. Meyer u. E. Hahnel, J. biol. Chemistry 168, 723 [1946]. 
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10 g Aceton-Trockenpulver aus M. 1. 
| 7 Tage in 0,5-n. NaOH 








| unter N,, 
| Zentrifugieren 
rT : i. — n pie th 
4 { 
Uberstand Sediment 
in 0,5-n. NaOH aufnehmen, 
+ Eisessig, 14 Tage unter N,, 
Zentrifugieren | Zentrifugieren 
a eae er iy Ce Thea va 
| atte 
Niederschlag Uberstand Uberstand Gering. Riickstand 
(EiweiB-Ron- + K-Acetat- | i ago (unaufgel. Zellen 
A -Acetat- y P . 
fraktion) Alkchol ‘Alkohol bzw. Zellkestandteile) 
+ 
Niederschlag Niederschlag 
Waschen mit Alkohol-_ Waschen mit Alkohol- 
Ather, Trocknen iiber | Ather, Trocknen iiber 
P,0O,, Lésen in dest. P,O,, Lésen in dest. 
Wasser Wasser 
& 4 J 
Dialyse | | Dialyse 1 
Geringer unlésl. Teil, Undialysable Anteile Geringer unlésl. Teil, 
verworfen erneut angesiiuert, verworfen 


gefallt, gewaschen 
u. getrocknet 


1,072g Fraktion I 0,915g Fraktion II 


Nahere methodische Einzelheiten sind dem Versuchsteil zu ent- 
nehmen. Gegeniiber der Methode von K. Meyer und Hahnel bestehen 
im wesentlichen folgende Unterschiede: 

1. Nach Meyer enthalt das Uberstehende nach 7 Tagen so gut 
wie kein Lysozym-Substrat. Wir konnten daraus jedoch in guter Aus- 
beute die Fraktion I gewinnen. 

2. Durch Ansiuern mit Eisessig lassen sich die Bakterienproteine 
auf einfache Weise abtrennen. Auf mehrere zusiatzliche EntciweiBungen, 
z. B. mit Chloroform/Amylalkohol und Zinkhydroxyd konnte also ver- 
zichtet werden, da die Priparate bereits nach der ersten K-Acetat- 
Alkoholfallung biuret-negativ waren. Dennoch liegt der Stickstoffgehalt 
unserer Praparate noch um 2°%, unter dem von Meyer angegebenen. 

3. Die zunachst erhaltenen Produkte waren nicht vollstindig 
wasserléslich. Wir dialysierten sie nach Abzentrifugieren des (sehr ge- 
ringen) unléslichen Anteils bei 4° im Eisschrank und fallten dann noch 
einmal wie oben beschrieben. 


II. Eigenschaften des Lysozym-Substrates 


Die beiden Fraktionen stellen reinweiBe, kaum hygroskopische 
Pulver dar. Sie lésen sich unter Aufquellen langsam vollstandig in 
Wasser und ergeben dabei viskose Lésungen. — Die spezif. Viskositat 
betragt 2,0—2,5 (c = lg/l, t = 20°). 











124 Ernst Schiitte und Klaus Krisch, Bd. 311 (1958) 


y 
= 
4 


Die waBrigen Lésungen sind biuretnegativ und bleiben bei Zusatz 
von 20-proz. Trichloressigsiure klar. Ninhydrinprobe negativ. 

Qualitative Phosphatproben waren positiv. Freies oder hydrolysier. 
bares Sulfat war nicht nachweisbar. 

Die Molisch-Probe war stark positiv. Uronsiuren konnten 
innerhalb der Erfassungsgrenze der Reaktion nach Dische’ nicht nach. 
gewiesen werden. Nach Zusatz von alkoholischem Carbazol-Reagenz 
zu mit Schwefelsaéure hydrolysiertem Substrat trat lediglich eine schwach 
griinliche Farbe auf, wie sie in Anwesenheit von Glucose bzw. Methyl. 
pentosen auftritt. 

Die Nuclealreaktion nach Feulgen® fiel positiv aus. Der hiernach | 
zu vermutende Gehalt an Desoxyribonucleotiden wurde durch den Nach. 
weis des charakteristischen Maximums bei 260 my und Minimums bei 
235 mu im Absorptionsspektrum bestitigt (Abb. 1). Damit diirfte auch 
der Phosphatgehalt unserer Praparate erklart sein. 
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S Abb. 1. UV-Absorptionsspektrum 
ra N von Fraktion II (0,02-proz. in 
025--X dest. Wasser). 
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Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die analytischen 
Daten der beiden von uns gewonnenen Fraktionen im Vergleich zu den 
bisher vorliegenden Literaturangaben. 
Analytische Daten von Kapselmucopolysacchariden aus Micrococcus lysodeicticus 


(Angaben in %. Die eingeklammerten Zahlen bedeuten Aquivalente, bezogen auf 
Hexosamin = 1,0. @ = keine Angabe.) 




















Fraktion N ig Hexosamin | Acetylgruppen 

Beso See ee 3,34 0,65 13,3 4,9 

(3,10) (0,27) (1,0) (1,46) 
| Orr er ae tie Sa 4,31 0,59 19,4 5,5 

(2,85) (0,18) (1,0) (1,18) 
Epstein u. Chain®b 6,4 ri) ~~ 30 11,4 
Meyer u. Hahnel® 5,5—6,5 8 23—30 g 
Balbo? 5.0. s 8,7 0,09 16,1 t) 


? Z. Dische, J. biol. Chemistry 167, 189 [1947]. 
® R. Feulgen u. K. Imhauser, diese Z. 148, 1 [1925]. 
* M. R. J. Salton, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 10, 512 [1953]. 
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Es sei darauf hingewiesen, daB sich die Daten Saltons auf wasserunlésliche 
Zellkapsel-Praparate beziehen, die er mit Hilfe eines besonderen’ mechanischen 
Verfahrens und fraktionierten Zentrifugierens aus M. I. isolierte!®. Derartige Frak- 
tionen (,,cell-walls“‘) lassen sich also nur bedingt mit unseren vergleichen und haben 
auf Grund ihrer Wasserunléslichkeit wesentliche Nachteile. 

Die Tab. zeigt, daB alle bisher vorliegenden Priaparate noch relativ 
unrein und unterschiedlich zusammengesetzt sind. Die von uns nach 
3-wéchiger Behandlung mit 0,5-n. NaOH gewonnene Fraktion II enthilt 
mehr Acetylhexosamin und etwas weniger Phosphor als die nach 7 Tagen 
erhaltene Fraktion I. Ein gewisses Kriterium fiir die Reinheit von Muco- 
polysacchariden ist in dem molaren Stickstoff/Hexosamin-Quotienten 
gegeben. Entfallt aller Stickstoff auf Hexosamin, so ist er 1,0. Dieser 
Quotient betraigt bei unserer Fraktion I 3,10, bei Fraktion II 2,85. Nach 
den Angaben von Meyer und Hahnel bzw. Epstein und Chain be- 
rechnete Werte liegen mit 2,8—3,1 bzw. ~ 2,8 im gleichen Bereich. Die 
in den bisher beschriebenen Mucopolysacchariden enthaltenen stick- 
stoffhaltigen Verunreinigungen diirften groBenteils durch den Purin- 
bzw. Pyrimidin-N von Nucleinsiuren bedingt sein. 

Der Phosphorgehalt von Desoxyribonucleinsaiure wird mit 8—10°%% 
angegeben!4, Unter Zugrundelegen dieses Wertes kann der Desoxy- 
ribonucleinséure-Gehalt unserer Praparate iiberschlagsmaBig mit 6—7°, 
angesetzt werden. Uber das Vorkommen von Desoxyribonucleinsaure im 
M.1., deren Isolierung und enzymatischen Abbau durch Desoxyribo- 
nuclease ist von Frisch-Niggemeyer! berichtet worden. Da Des- 
oxyribonucleinsaéure durch Alkohol leicht ausgefallt wird, ist nicht ver- 
wunderlich, daB die durch K-Acetat-Alkohol-Faliung gewonnenen Muco- 
polysaccharide aus M. 1. Desoxyribonucleinsiure enthalten. © 

Deren Abtrennung und damit die weitere Reinigung des Lysozym- 
Substrates st6Bt jedoch auf verschiedene Schwierigkeiten. 


In einer Reihe von orientierenden Versuchen ergaben zwar.Substratlésungen 
mit Nucleinsiure-Fallungsmitteln, wie Protaminsulfat und Lanthanacetat, Nieder- 
schlige, es gelang aber nicht aus dem Uberstand noch Mucopolysaccharid wieder- 
zugewinnen. Es zeigte sich, daB andere reine Mucopolysaccharide, wie Hyaluron- 
siure und Chondroitinschwefelsiure, ebenfalls durch Protamin bzw. Lanthan- 
acetat gefallt werden. Auch Versuche, die Desoxyribonucleinsduren durch enzymati- 
schen Abbau mit Desoxyribonuclease abzutrennen, fiihrten vorerst nicht zum Ziel. 


Ill. Enzymatische Untersuchungen 
Beide von uns aus M. 1. dargestellten Mucopolysaccharidfraktionen 
werden durch Lysozym abgebaut. Der Abbau wurde viskosimetrisch 
sowie durch den Nachweis von Acetylhexosamin und reduzierenden 


Substanzen verfolgt. Das pu-Optimum des Lysozym. liegt, wie nephelo- 
metrisch®, viskosimetrisch® und an Hand der freigesetzten reduzie- 


10 M. R. J. Salton u. H. Horne, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
7, 177 [1951]. ua 

11 Lit. s. Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch d. physiol.- u. pathol.-chem. 
Analyse Bd. V, 8. 709. Springer-Verlag, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1953. 

12 W. Frisch-Niggemeyer, Enzymologia [Den Haag] 16, 72 [1953]. 

18 EK. H. Boasson, J. Immunology 34; 281 [1938]. 
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renden Gruppen®4 ziemlich iibereinstimmend ermittelt wurde, in einem 
relativ breiten pu-Bereich zwischen px 5,5 und 7,2. Wir wahlten fiir 
die meisten unserer Untersuchungen m/15-Phosphatpuffer, pu 7,0. In 
diesem Puffer ist die Ausgangsviskositit, z. B. bei 0,4-proz. Substrat.- 
lésungen, die — ahnlich wie bei der Hyaluronsiure!® — wesentlich von 
der Elektrolytkonzentration abhingt, 2—3mal héher als in dem von 
K. Meyer® angegebenen m/5-Citronensiure-Phosphatpuffer nach Mc. 
Ilvaine. 
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Abb. 2. Abbau von Fraktion I durch Lysozym. Gleichzeitige Verfolgung der Vis- 

kosititsabnahme und des Auftretens von reduzierenden Substanzen und von 

Acetylhexosamin (Versuchsanordnung siehe S. 130). Schwarze Séulen: reduz. Sub- 
stanz, weiBe Séulen: Acetylhexosamin. 


Ein Beispiel fiir den Substratabbau durch Lysozym zeigt Abb. 2. 
Um die Freisetzung von reduzierenden Substanzen und von Acetyl- 
hexosamin mit der Viskositaétsabnahme zeitlich zu vergleichen, wurden 
niedrige Lysozym-Konzentrationen und lange Inkubationszeiten gewahlt. 


Aus Abb. 2 geht folgendes hervor: 


1. Reduzierende Gruppen und Acetylhexosamin werden in meB- 
barem Umfange erst dann frei, wenn die Viskositatsabnahme bereits 
abgeschlossen ist. 

2. Die Viskositat fallt nach Lysozym-Einwirkung nicht bis auf den 
Wasserwert ab, sondern es verbleibt stets noch eine gewisse Rest- 
viskositat (nrei ~ 1,4). 

3. Unter den angegebenen Bedingungen werden etwa 7%, redu- 
zierende Substanzen (ausgedriickt in Glucose-Aquivalenten) und 4,3°%, 
Acetylhexosamin freigesetzt. Das entspricht einem molaren Verhaltnis 
von angenahert 2: 1. 


14M. RK. J. Salton, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 22, 495 [1956]. 
15M. A. G. Kaye u. P. W. Kent, J. chem. Soc. [London] 1958, 79. 
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4. Ohne Lysozym inkubierte Leeransitze zeigen tiber 48 Stdn. 
weder eine nennenswerte Viskositatsabnahme noch einen Anstieg von 
reduzierenden Substanzen und Acetylhexosamin. 

Von den durch Lysozym freigesetzten reduzierenden Substanzen 
sind nur 30—40° dialysabel. 

Um die Spezifitét der Lysozym-Wirkung zu priifen, inkubierten 
wir Substratlésungen mit einigen anderen Mucopolysaccharasen. Wir 
untersuchten Testes-Hyaluronidase*, Staphylokokken-Hyaluronidase** 
und eine aus dem Stamm C73 gewonnene Streptokokken-Hyaluroni- 
daset. In keinem Fall lieB sich ein Abbau des Lysozym-Substrates nach- 
weisen. Auch bei gleichzeitiger oder nachfolgender Inkubation von durch 
Lysozym abgebauten Substratlésungen mit Hyaluronidasen war keine 
zusitzliche Erhodhung der freigesetzten reduzierenden Substanzen zu 
beobachten. Auch Streptokokken-Desoxyribonucleaseff hat keinen Ein- 
fluB auf die Viskositaét von Substratlésungen. Die Restviskositaét kann 
also nicht auf hochpolymere Desoxyribonucleinsaure zuriickzufiihren sein. 

Auf der anderen Seite wurden weder Hyaluronsaéure noch Chon- 
droitinschwefelséure durch Lysozym abgebaut tTT. 

Es gelingt nicht, nach Inkubation des Lysozym-Substrates mit 
Lysozym und anschlieBender Dialyse, im Dialysat papierchromato- 
graphisch freie Glucose oder freies Acetylglucosamin nachzuweisen. 
Ebensowenig konnten wir vorerst — trotz hoher Lysozym-Konzen- 
trationen und bis 6-taégigen Inkubationszeiten — reduzierende Oligo- 
saccharide als Spaltprodukte identifizieren. Es wurde bei zahlreichen 
Versuchen stets nur ein unscharfer, mit Anilin-phthalat nur schwach 
reagierender Streifen dicht oberhalb des Startpunktes beobachtet. 


Diskussion 


Beim enzymatischen Abbau des Lysozym-Substrates durch Lyso- 
zym besteht der Hauptanteil der Spaltprodukte aus offenbar noch 
relativ hochmolekularen Bruchstiicken, ohne daB in nennenswertem 
Umfang Oligo- oder Monosaccharide entstehen. Dafiir sprechen 1. der 
geringe Prozentsatz an freiwerdenden reduzierenden Gruppen (8—10°%,), 
2. die Tatsache, daB iiber 60° der reduzierenden Substanzen nicht 
dialysierbar sind und 3. die nach Lysozym-Einwirkung stets noch ver- 
bleibende Restviskositat (7re1 ~ 1,4). 


* Wir danken der Firma Schering, Berlin, fiir freundliche Uberlassung 
ibres Praiparates Kinetin. 
** Die Firma Orgapharm, Miinchen, stellte uns freundlicherweise ihr Prapa- 
rat Hyason zur Verfiigung. 
+ Herrn Dr. Greiling sei fiir Uberlassung einer Probe des Fermentes gedankt. 
tt Wir danken der Firma Lederle fir Uberlassung von Versuchsmustern 
des Praparates Varidase. 
ttt In einer wal rend cer Drucklegung erschienenen Ar‘ e:t von Berger und 
Weiser wird iil er den enzymatischen Abbau von Chitin durch Lysozym berich- 
tet. Danach wiirce Lysozym f-glucosamidische Bincungen spalten kénnen '®. 
ba L. R. Berger u. K.S. Weiser. Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
26, 517 [1957]. 














128 Ernst Schitte und Klaus Krisch, Bd. 311 (1958 








Bei Einwirkung von Hyaluronidase auf Hyaluronséure werde, 


wesentlich mehr reduzierende Gruppen freigesetzt. L. Hahn!® fand fiy 


Pneumokokken-Hyaluronidase Werte von 40%. A. Linker, Meye 
und Hoffman geben (ebenfalls mit der Ferricyanid-Methode) fiir Strepto. 
kokken-, Staphylokokken- und Pneumokokken-Hyaluronidase Wert 
von 55—57°%, an!’. Die Viskositét von Hyaluronsiure geht nach Abba 
durch Hyaluronidase bis auf den Wasserwert herunter. 


Wir erwahnten, daB beim enzymatischen Abbau des Lysozyn. — 


Substrates reduzierende Substanzen und Acetylhexosamin erst nach 


abgeschlossener Viskositatsabnahme in meBbarem Umfange auftreten, 


In diesem Punkt verhalt sich Lysozym genauso, wie es fiir ander 
Mucinasen, insbesondere Hyaluronidase bekannt ist!*. Man wird die 
Beobachtung hier also ahnlich diskutieren diirfen. Jedenfalls kann may 
nicht ohne weiteres daraus folgern, dai es sich beim Lysozym um zwei 


Fermente (eine Depolymerase und eine Glucosidase) handelt und dal — 
| 
) K-Ac 


| feine 
| mehr 
sen 
Die Beobachtung, da8 reduzierende Gruppen und Acetylhexosamin — bi 
im molaren Verhialtnis von 2:1 auftreten, mu8 mit Zuriickhaltung be. © mit _ 
urteilt werden, da verschiedentlich darauf hingewiesen worden ist, dai — 


bei der Depolymerisierung keine glykosidischen Bindungen hydrolysiert 
werden. Ebensogut ist méglich, daB die im ersten Stadium freigesetzter 
reduzierenden Gruppen unterhalb der Erfassungsgrenze der Ferricyanid. 
Methode bleiben. 


die Morgan-Elson-Reaktion in Gegenwart von Aminosaéuren und Mono. 
sacchariden zu hohe Hexosaminwerte vortiéiuschen kann!®. 

Zur Aufklérung des enzymatischen Wirkungsmechanismus des 
Lysozyms ist zunachst eine weitergehende Reinigung und Konsti- 
tutionsaufklarung des Lysozym-Substrates erforderlich. Andere Ziele 
sind die Darstellung eines Lysozym-Substrates aus tierischen oder 
menschlichen Organen und die Aufklirung der Bedeutung des Lyso- 
zyms fiir den Organismus. 


Beschreibung der Versuche 


Isolierung des Lysozym-Substrates: M. |. (Stamm 37350*) wurde auf 
groBen Agar-Platten geziichtet. Der Agar hatte folgende Zusammensetzung: 34 
Liebigs Fleischextrakt, 5 g Pepton, 15 g Agar-Agar (feinst) ,,Merck‘‘, 5 g Glucose, 
2 ml Extr. faecis DAB. 6, aqua dest. ad 1000. 

Nach etwa 36stdg. Wachstum bei 37° wurden jeweils etwa 20 Platten ab- 
geerntet. Die Kolonien wurden mit dest. Wasser mit Hilfe eines Drygalski-Spatels 
abgespilt, abzentrifugiert und 3mal mit dest. Wasser nachgewaschen. Die ab- 


* Wir sind den Div. Laboratories, Dept. of Health and Research, New York, 
fiir Uberlassung des Stammes zu Dank verpflichtet. 

16 L, Hahn, Ark. Kem. Mineralog. Geol. Ser. A 22, 1 [1946]. 

17 A, Linker, K. Meyer u. P. Hoffman, J. biol. Chemistry 219, 13 [1956]. 

18 Th. Ploetz u. R. Weidenhagen in Flaschentriger-Lehnartz, Physiol. 
Chemie, Bd. I, S. 1069, Springer-Verlag, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1951. 

19 J. Immerz u. E. Vasseur, Nature [London] 165, 898 [1950]; weitere 
Lit. bei P. W. Kent u. M. W. Whitehouse, Biochemistry of Aminosugars, 
Butterworths Scient. Publ., London 1955. 
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‘ ,entrifugierten Zellen wurden mit dem fiinffachen Volumen eiskalten Acetons 


versetzt und 24 Stdn. bei + 4° im Eisschrank stehengelassen. Danach wurde 
abzentrifugiert, mit Aceton, Aceton/Ather 1:1 und wasserfreiem Ather nach- 
gewaschen und im Vak. iiber P,O; getrocknet. Man erhilt ein gelbliches Bakterien- 
Trockenpulver, das in Wasser gleichmaBig getriibte Suspensionen bildet. Standard- 
suspensionen werden durch Lysozym geklart und sind zur nephelometrischen Be- 
stimmung der Lysozym-Aktivitat geeignet. 

Zur Darstellung des Lysozym-Substrates wurden 10 g des gelblichen Trocken- 
pulvers in 100 ml 0,5-n. NaOH suspendiert, mit Stickstoff durchstrémt und bei 29° 


unter N,-Atmosphiire aufbewahrt. Nach 7 Tagen wurden die nicht aufgelésten 


Zellen bei 12000 U/min abzentrifugiert. Die iiberstehende, viskose Flissigkeit 


' wurde mit Eisessig auf py 4,6 angesiuert. Dabei fiel ein gelblicher Niederschlag 


aus, der abzentrifugiert, mit verd. Essigsiure, py 4,6, Alkohol und Ather nach- 
gewaschen und im Exsikkator getrocknet wurde (Eiwei8-Rohfraktion). 800 mg 
dieser siureunléslichen Fraktion wurden unter tropfenweiser Zugabe von 1-proz. 
NaOH bis pu 6,6 in 50 ml dest. Wasser gelést, ein kleiner unléslicher Teil ver- 
worfen. Die Lésung war stark biuret-positiv, nicht viskos und ergab bei Inku- 
bation mit Lysozym keine reduzierenden Substanzen. N-Gehalt 14,3%. 


Die iberstehende, essigsaure Lésung wurde mit dem doppelten Volumen 


| K-Acetat-gesitt. Alkohol versetzt und iiber Nacht stehengelassen ; der entstehende 
' feine Niederschlag wurde abzentrifugiert, mit Alkohol, Alkohol/Ather und Ather 
_ mehrfach nachgewaschen und im Exsikkator itiber P,O, getrocknet. — Nach Auf- 
_ lésen in dest. Wasser wurde ein kleiner unléslicher Teil abzentrifugiert und das 
' Uberstehende 24 Stdn. im Eisschrank gegen 3mal gewechseltes dest. Wasser dia- 
' lysiert. AnschlieBend wurde der undialysable Teil mit Eisessig angesiuert, erneut 
» mit K-Acetat-Alkohol gefallt, nachgewaschen und getrocknet, wie oben. Ausb. 
» 1072 mg Fraktion I. 


Die nach 7 Tagen noch nicht aufgelésten, abzentrifugierten Zellen wurden 
erneut in 100 ml 0,5-n. NaOH aufgenommen und weitere 14 Tage unter N, bei 
29° stehengelassen. Danach war fast vollstindige Auflésung der Zellen eingetreten. 
Nach Abzentrifugieren weniger ungeléster Bestandteile brachten wir das Uber- 
stehende mit Eisessig auf po 4,6 (diesmal entstand kein Niederschlag) und fallten 
erneut mit K-Acetat-gesitt. Alkohol. Der entstehende Niederschlag wurde dann 
analog wie oben abzentrifugiert, gewaschen, getrocknet und nach Dialyse erneut 
gefallt. Ausb. 915 mg Fraktion II. 

Lysozym: Lysozym wurde nach der Methode von Alderton, Ward und 
Fevold® durch Adsorption an Bentonit, Elution mit schwefelsaurem Pyricin 
pu 5,0, Dialyse und Gefriertrocknung aus Eiklar dargestellt. Von unseren Priipa- 
raten entsprachen 82—95 y der Aktivitét von 1 Einheit im viskosimetrischen 
Test nach K. Meyer®e, 

Die Stickstoffbestimmungen wurden nach der Mikro-Kjeldahl-Methode mit 
der Apparatur von Parnas und Wagner durchgefiihrt. Der Gesamt-P wurde 
nach Fiske und Subbarow?°, Hexosamin wurde mittels der Morgan-Elson- 
Reaktion*! in der Modifikation von Ogston und Stanier™ bestimmt. Alle kolori- 
metrischen Messungen wurden im Zeib-Spektralphotometer durchgefiihrt. 

Acetylgruppen wurden mit der Mikromethode von R. Kuhn und Roth* 
bestimmt. Verseift wurde 150 Min. mit 1-n. methanol. Natronlauge. 

Die viskosimetrischen Messungen wurden im Ostwald-Viskosimeter bei 37° 
baw. 30° durchgefiihrt. Temperaturkonstanz wurde durch den Hdéppler-Ultra- 
thermostaten gewihrleistet. 


°C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 
1 W. T. J. Morgan u. L. A. Elson, Biochem. J. 28, 988 [1934]. 
A. G. Ogston u. J. E. Stanier, Biochem. J. 46, 364 [1950]. 

R. Kuhn u. H. Roth, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1274 [1933]. 
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Reduzierende Gruppen wurden mit der Ferricyanid-Methode nach Haged rn. 
Jensen™ nachgewiesen und als Glucose-Aquivalente angegeben. Die Acotyl. 
hexosaminbestimmungen wurden nach Leloir®® durchgefiihrt. 

Versuchsanordnung fiir Abb. 2 
a) Viskositatsbestimmung im Ostwald-Viskosimeter. 5 ml 0,4-proz. Lésung 
- von Fraktion I in m/15-Phosphatpuffer, py 7,0. a 
b) Bestimmung des Acetylhexosamins und der Glucose-Aquivalente, 10 ml 
0,4-proz. Lésung von Fraktion I wie oben. 


Zu a) und b) wurden die in Abb. 2 unten links angegebenen Mengen Lysozyn, 
zu 0,001% gelést in 0,9-proz. Kochsalzlésung, gegeben; die angegebenen Mengen 
beziehen sich auf je 5 m/ Substratlésung. Parallel zu a) und b) lief je ein Leer. 
versuch ohne Lysozym. 

Der dialysable Anteil der reduzierenden Substanzen wurde nach Einengen 
des Dialysates im Vak. bei 40° auf ein bestimmtes Volumen in einem aliquoten 
Teil davon nach Hagedorn-Jensen bestimmt. 


Zusammenfassung 


1. In Anlehnung an die Methode von Meyer und Hahnel wird 
eine vereinfachte, aber ergiebigere Methode zur Isolierung von hoch- 
polymeren Mucopolysaccharidfraktionen aus Micrococcus lysodeicticus 
angegeben. 

2. Einige analytische Daten werden mitgeteilt. 

3. Der Abbau des Kapselmucopolysaccharids aus M. 1. durch Lyso- 
zym ist eine spezifische Substrat-Ferment-Reaktion. Reduzierende Sub. 
stanzen und Acetylglucosamin werden erst nachweisbar, wenn die 
Viskositaétsabnahme bereits abgeschlossen ist. 

4. Der Hauptanteil der Spaltprodukte nach dem enzymatischen 
Abbau des Lysozym-Substrates durch Lysozym besteht aus relativ hoch- 
molekularen Bruchstiicken. Freie Glucose, Acetylglucosamin oder Oligo- 
saccharide lassen sich papierchromatographisch nicht nachweisen. 


Summary 


1. Utilizing the method by Meyer and Hahnel a simplified and 
more efficient procedure is given for the isolation of high polymeric 
mucopolysaccharide fractions from micrococcus lysodeicticus. 

2. Some analytical data is reported. 

3. The degradation of capsule mucopolysaccharides from micro- 
coccus lysod. by the action of lysozyme is a specific substrate-enzyme 
reaction. Reducing substances and acetylglucosamine can be determined 
only after the decrease in viscosity has come to a halt. 

4. Most of the fragments after the enzymatic degradation of the 
lysozyme-substrate by lysozyme are relatively high molecular. Free 
glucose, acetylglucosamine, or oligosaccharides can not be identified 
paper chromatographically. 

"4-H. C. Hagedorn u. B. N. Jensen, Biochem. Z. 185, 46 [1923]. 

25 L. F. Leloiru. C. E. Cardini, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 12, 
15 [1953]. 
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Zur papierchromatographischen Bausteinanalyse 
des Lysozym-Substrates 
Von 
Klaus Krisch 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Dezember 1957) 


Uber den Aufbau und die Bausteine des Kapselmucopolysaccharides 
des Micrococcus lysodeicticus (M. 1.) existieren bis heute nur wenige, zum 
Teil widersprechende Angaben. Hawthorne! fand bei der papier- 
chromatographischen Untersuchung der nach Lysozym-Einwirkung auf 
M.1. entstehenden Spaltprodukte, daB der Hauptanteil der dialysablen 
Substanzen aus ninhydrinpositiven Verbindungen bestand. Reduzie- 
rende Zucker (Glucose und Mannose) konnten erst nach Saiurehydrolyse 
des Dialysates nachgewiesen werden. Glucosamin und Glucuronsaure 
wurden nur wahrscheinlich gemacht, ohne eindeutig identifiziert zu 
werden. Salton? konnte nach Saéurehydrolyse seiner wasserunléslichen 
Zellkapsel-Fraktionen (,,cell-walls‘‘) aus M. 1. papierchromatographisch 
Glucose, Hexosamin (nicht néher charakterisiert) und mehrere Amino- 
siuren nachweisen. Die erste Verdffentlichung bezieht sich also auf ein 
Saiurehydrolysat der dialysablen Spaltprodukte des gesamten M. /. nach 
Lysozym-Einwirkung, die zweite auf eine mit Hilfe eines besonderen 
mechanischen Verfahrens gewonnene, wasserunlésliche Zellfraktion. 

In der vorstehenden Arbeit berichteten wir iiber die Isolierung des 
Kapselmucopolysaccharids aus M.1.3 Die Bausteine der gewonnenen 
Praparate wurden nach Séurehydrolyse papierchromatographisch iden- 
tifiziert. 

Methodik 

Hydrolyse: Jeweils 50 mg Substrat wurden mit 3 ml 5-n. H,SO, 60 Min. 
bei 105° in einer zugeschmolzenen Ampulle hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde 
anschlieBend mit dest. Wasser auf 10—15 ml verdiinnt und unter Umriihren 
vorsichtig mit festem Calciumcarbonat neutralisiert, bis eben kein Aufschéiumen 
mehr eintrat. (Nach Fischer und Dorfel* ist Bariumcarbonat weniger geeignet, 
da z. B. Uronsiuren mit dem Bariumsulfat-Niederschlag mitgerissen werden 
kénnen.) AnschlieBend wurde kurz erhitzt, abzentrifugiert und zweimal nach- 
gewaschen. Das Uberstehende und die Waschflissigkeit wurden vereinigt, im Vak. 
bei etwa 40° eingeengt (dabei wieder in geringer Menge ausfallendes CaSO, 
1 J. R. Hawthorne, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 6, 94 [1950]. 
2M. R. J. Salton, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 10, 512 [1953]. 
3 E. Schiitte u. K. Krisch, diese Z. 311, 121 [1958]. 

4 E.G. Fischer u. H. Dérfel, diese Z. 301, 224 [1955]. 
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abfiltriert) und auf 5 ml aufgefillt. Der pq betrigt danach etwa 6,0. Zur Chro. 
matographie wurden jeweils 0,05—0,4 m/ aufgetragen (0,5—4,0 mg Substrat ent. 
sprechend). 

Papier: Es wurde Schleicher & Schiill-Papier, Nr. 2043 b verwendet. 

Lésungsmittelsysteme: 

1. Phenol/Wasser, aufsteigend®. 

2. Pyridin/Essigester/Eisessig/Wasser 5:5: 1:3 (v/v). In den Kastenboden 
wurden zur Sattigung der Atmosphire Pyridin/Essigester/Wasser 11 : 40: 6 (v/y) 
gegeben. Absteigend, Durchlaufchromatographie‘. 

3. Butanol/Pyridin/Wasser 5:3: 2 (v/v). Absteigend, Durchlaufchromato. 
graphie®. 

Laufzeiten: In der Regel 16—18 Stdn. absteigend (Durchlaufchrom ito- 
graphie, Systeme 2 und 3); zur Trennung der Hexosamine wurde 32 Stdn. im 
System 2 chromatographiert. — 40 Stdn. aufsteigend (System 1). 

Sprithreagenzien: Reduzierende Zucker wurden mit Anilin-phthalat? ent- 
wickelt (nach unseren Erfahrungen die beste Methode). — Die Hexosamine 
wurden mit Ninhydrin® bzw. mit der Morgan-E!son-Reaktion’ nachgewiesen, 

Als Leitsubstanzen dienten 1-proz., chromatographisch einheitliche Lésungen 
der einzelnen Monosaccharide. 

Aufgetragen wurden jeweils 50—100 y. 


Ergebnisse 


In einer Reihe von Vorversuchen ermittelten wir die giinstigsten 
Hydrolyse-Bedingungen fiir das Lysozym-Substrat. 

Bekanntlich kénnen Monosaccharide bei der Hydrolyse verschiedener Muco- 
polysaccharide, je nach Siurekonzentration und Hydrolysendauer, teilweise zer- 
stért werden. Auf der anderen Seite ist die Hydrolyse meist nicht vollstindig, 
so daB fast immer im Hydrolysat noch verschiedene Oligosaccharide nachweisbar 
sind. Aus diesem Grunde ist auch die quantitative Bestimmung der einzelnen 
Monosaccharide im Papierchromatogramm nach Siurehydrolyse bis heute proble- 
matisch. 

Nach 4stdg. Hydrolyse mit 7-n. HCl bei 100°, wie sie von Fischer und 
Nebel® zur Chromatographie der Hexosamine empfohlen wird, lieB sich nur 
Glucosamin nachweisen. Bei Hydrolyse mit 1-n. H,SO, bis zu 10 Stdn. konnte im 
Ansatz nur Glucose identifiziert werden, weitere Monosaccharide waren nicht er- 
kennbar. 

Als optimal bewahrte sich uns schlieBlich I stdg. Hydrolyse mit 
5n.H,SO, bei 105°. Unter diesen Bedingungen konnten Glucose, 
Mannose, Fucose und Glucosamin gleichzeitig nachgewiesen werden. 

Das von Fischer und Doérfel* zur Papierchromatographie der 
Uronsdéuren und Hexosamine vorgeschlagene Lésungsmittelgemisch 
bewaéhrte sich uns auch zur Auftrennung anderer Monosaccharide 
ausgezeichnet. Bei der papierchromatographischen Analyse von Mono- 
sacchariden ist das Durchlaufchromatogramm den aufsteigenden Me- 
thoden ohne Zweifel iiberlegen. Wir geben nachstehend die von uns 
ermittelten Rg-Werte verschiedener Monosaccharide fiir das Lésungs- 
mittelgemisch nach Fischer und Dérfel wieder: 


5 R. Consden, A. H. Gordonu. A. J. P. Martin, Biochem. J. 88, 224 [1944]. 
6 H. Masamune u. Z. Yosizawa, Tohoku J. exp. Med. 59, 1 [1953]. 
7 §. M. Partridge, Biochem. J. 42, 238, 251 [1948]. 

8 F. G. Fischer u. H. J. Nebel, diese Z. 302, 10 [1955]. 
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Tab. 1. Rq-Werte von Monosacchariden (bezogen auf Glucose = 1,0). 


Pyridin/Essigester/Eisessig/Wasser 5:5:1:3; Mittelwerte aus 4—6 Einzelwerten. 
Durchlaufchromatogramme, Laufzeit 16—20 Stdn. 





Glucose 1,00 Fucose 1,26 Xylose 1,40 
Mannose 1,09 Rhamnose | 1,51 Lyxose 1,40 
Galaktose 0,89 Ribose 1,29 Acetylglucosamin 1,23 
Fructose 1,22 Arabinose 1,09 


Die Werte sind geringen Schwankungen unterworfen, je nachdem, ob der 
Chromatographietrog neu beschickt wurde oder schon mehrere Chromatogramme 
durchgelaufen sind. DieStreuungen betrugen jedoch bei uns nicht mehr als + 5%, 
wihrend Fischer und Dérfel fir Uronsauren und Hexosamine wesentlich héhere 
Abweichungen angeben. 

Zur Kontrolle der Ergebnisse wurde zusitzlich noch in zwei anderen 
Systemen chromatographiert, namlich Butanol/Pyridin/Wasser®, eben- 
falls absteigend, und Phenol/Wasser aufsteigend. 
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hf II III 
Abb. 1. Papierchromatographischer Nachweis reduzierender Monosaccharide nach 
Siurehydrolyse des Lysozym-Substrats. 


I. Phenol/Wasser, aufsteigend. 40 Stdn., 20° 
II. Pyridin/Essigester/Eisessig/Wasser 5:5:1:3, 16 Stdn., 20°, Durch- 


tetas laufchromatogramm 
ibe III. Pyridin/Butanol/Wasser 5: 3:2. 18 Stdn., 20°, Durchlaufchromato- 
gramm 


B = Hydrolysat. A, C und D = Leitsubstanzen 
1. Glucuronsiiure, 2. Glucosamin, 3. Glucose, 4. Mannose, 5. Xylose, 6. Fucose, 
7. Arabinose, 8. Rhamnose, 9. Galakturonsiure, 10. Acetylglucosamin, 11. Galak- 
tose, 12. Glucuron. 
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Aus Abb. 1 geht die Anwesenheit von Glucose, Mannose und 
Fucose im Hydrolysat hervor. In allen Versuchen war der Glucose ent- 
sprechende Fleck wesentlich staérker ausgeprigt als die Mannose und 
Fucose entsprechenden. Die Ergebnisse wurden durch Mischchromato- 
gramme (Hydrolysat + Glucose, Mannose und Fucose) sowie Elution 
und Rechromatographie der einzelnen Monosaccharide zusatzlich ze- 
sichert. 


Das Vorkommen von Fructose, die mit Anilin-phthalat nur sehr schwach 
reagiert, konnte durch Anfirben einer Bahn mit dem Naphthoresorcin-Reagens 
auf Ketosen® ausgeschlossen werden; es trat keine Rotfairbung auf. 


Abb. 2. Identifizierun g von Glucosamin. 
Pyridin/Essigester/Eisessig/Wasser 5:5:1:3. 
Durchlaufchromatogramm, 32 Stdn. 

C, D und E = Hydrolysat, A, B und F = 
Leitsubstanzen. 

1. Glucuronsiure, 2. Galaktosamin, 3. Gluco- 
samin. 

Die Bahnen A, B und C wurden mit Nin- 
hydrin, D nach Morgan-E!son E, und F mit 
Anilin-phthalat entwickelt. 





Abb. 1 zeigt ferner die Anwesenheit mehrerer, sehr langsam wan- 
dernder reduzierender Substanzen. Zu ihrer Trennung waren langere 
Laufzeiten erforderlich. 

Die Auftrennung der beiden Hexosamine gelingt ebenfalls gut in 
dem von Fischer und Déorfel angegebenen System bei lingerdauern- 
den Laufzeiten, wahrend wir mit verschiedenen von Masamune und 
Yosizawa vorgeschlagenen Losungsmitteln keine befriedigenden Er- 
gebnisse erzielen konnten. 

Abb. 2 stellt die Anwesenheit von Glucosamin im Hydrolysat 
sicher. Bei einer Laufzeit von 32 Stdn. sind die schneller wandernden 
Monosaccharide bereits durchgelaufen. Glucosamin und Galaktosamin 
sind gut getrennt; ebenfalls kommt es zu einer Auftrennung der bei 
kirzeren Laufzeiten in der Nahe des Startpunktes liegengebliebenen 


°W.CG Forsyth, Nature [London] 161, 239 [1948]. 
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Substanzen in vier ninhydrinpositive und schwach reduzierende Flecken. 
Wir vermuten, daB es sich um bei der Saéurehydrolyse entstehende 
homologe Oligosaccharide mit freien reduzierenden und Aminogruppen 
handelt. 

Wahrscheinlich entspricht der von Hawthorne! als Glucuronsiure an- 
gesprochene, unscharfe und schwanzbildende Fleck in der Nahe des Startpunktes 
seiner Chromatogramme ebenfalls derartigen Oligosacchariden. — Acetylhexos- 
amin, das nach Morgan-Elson violett reagiert, war im Hydrolysat verstind- 
licherweise nicht nachweisbar. 

Im Streifen C sind noch drei weitere, vorerst nicht identifizierte 
ninhydrinpositive, nicht reduzierende Flecken erkennbar. Glucuron- 
siure und Galakturonsaéure sind im Hydrolysat nicht nachweisbar. 

Beide von uns dargestellten Mucopolysaccharidfraktionen aus 
Micrococcus lysodeicticus wurden untersucht. Die erhaltenen Papier- 
chromatogramme waren identisch. 


Zusammenfassung 


Die Kapselsubstanz des Micrococcus lysodeicticus gehort zur Gruppe 
der neutralen Monopolysaccharide. Nach Séurehydrolyse wurden als 
Hauptbausteine Glucose und Glucosamin identifiziert, in geringerer 
Menge wurden auch Mannose und Fucose nachgewiesen. 


Summary 


The capsular substance of micrococcus lysodeicticus is one of the 
neutral mucopolysaccharides. Following acid hydrolysis glucose and 
glucosamine were identified as chief constituents. Smaller amounts of 
mannose and fucose were also found. 
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Eine Methode zur Bestimmung von Totallipiden 
in Organen 
Von 
0. W. Thiele 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Géttingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1957) 


Herrn Prof. Dr. H. J. Deuticke zur Vollendung seines 60. Lebensjahres gewidmet 


Alle tiblichen Methoden zur Bestimmung von Totallipiden beruhen 
auf der Extraktion des Gewebes mit organischen Lésungsmitteln, die 
einerseits Lipide lésen, andererseits mit Wasser geniigend mischbar sind, 
damit sich keine Grenzflachen zwischen waBriger und organischer Phase 
ausbilden. AuBerdem miissen die Extraktionsmittel die Eigenschaft 
haben, Proteine zu fallen und die Protein-Lipid-Bindung zu lésen. Diese 
Eigenschaften haben im allgemeinen die Alkohole. Die Notwendigkeit, 
mit Wasser mischbare Loésungsmittel zu verwenden, hat den groBen 
Nachteil, daB alle wasserléslichen Stoffe mitextrahiert werden und in 
einer weiteren Operation aus dem Extrakt abgetrennt werden miissen. 
Die Abtrennung erfolgt meist durch mehrfaches Ausschiitteln des vom 
Proteinniederschlag abfiltrierten, gewaschenen und im Vakuum ein- 
geengten Extraktes mit Petrolither oder anderen mit Wasser nicht 
mischbaren Lésungsmitteln. Das Lésungsmittel wird schlieBlich abge- 
dampft, der Riickstand getrocknet und gewogen. Durch diese Operatio- 
nen, besonders durch das Ausschiitteln, wird die quantitative Lipid- 
bestimmung recht umstandlich, zeitraubend und ungenau, zumal der 
Extrakt dann immer noch nicht-lipide Verunreinigungen enthilt. 

Um diese Schwierigkeiten zu umgehen, wurde versucht, dadurch 
schneller und sicherer zum Ziele zu kommen, daB das Gewebe zunachst 
gefriergetrocknet und dann erst mit wasserfreien Lésungsmitteln extra- 
hiert wurde. Man hat dann folgende Vorteile: 1. Das Einengen der wasser- 
haltigen, stark zum Schéumen neigenden Lipidlésung wird vermieden; 
2. das umstandliche und stark zur Bildung stabiler Emulsionen neigende 
Ausschiitteln mit Petrolather wird umgangen; 3. alle analytischen Ope- 
rationen kénnen in einem Gefa8 durchgefiihrt und nach Uberfiihrung in 
ein zweites GefaB beendet werden, wodurch die Bestimmungsgenauigkeit 
weiterhin erhéht wird; 4. man hat gleichzeitig eine exakte Bestimmung 
des Gewebswassers durchgefiihrt. Versuche mit einer solchen Methode 
ergaben, da8 zwar hierbei ebenfalls wasserlésliche Stoffe in den Lipid- 
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extrakt gelangen, die aber durch ,,Diffusionsreinigung‘‘ nach Folch 
und Mitarbb.! innerhalb von 24 Stdn. entfernt werden kénnen. 


Fettbestimmungen in vorher getrockneten Geweben wurden bereits friher 
beschrieben?. Hierbei wurde das Gewebe jedoch durch Erhitzen getrocknet, wo- 
durch auch andere Stoffe fliichtig gehen und Veranderungen des Riickstandes ein- 
treten kénnen, z. B. die schon bei Zimmertemperatur in geringem Umfang eintre- 
tende Spaltung von Phosphatiden®. Ferner wurde mit Ather extrahiert, wodurch 
jm wesentlichen nur das Depotfett (d. h. Neutralfett) erfaBt wird. Bei der im fol- 
genden beschriebenen Methode soll aber das Totallipid, d. h. auch das Organfett, 
das die Lipoide im engeren Sinne enthilt, erfaBt werden. 


Beschreibung der Versuche 


Folgende Fragen waren besonders zu kliren: 1. Wird aus wasserfreiem Gewebe 
mit einem Methanol/Chloroform-Gemisch (3 + 1 Vol.-Tl.) wasserlésliches Material, 
also Nicht-Lipid, mitextrahiert ? 2. Ist die Lipid-Extraktion quantitativ ? 

Zu 1: a) Einwaage 346,1 mg (326,1 mg) NaCl; 30 Min. mit 25 ml Lésungsmittel 
unter Riickflu8 gekocht; Flissigkeit dekantiert; Riickstand (trocken): 221,5 mg 
249,0 mg); aus der Lésung nach Eindampfen und Trocknen: 124,0 mg (75,0 mg). 

b) Kinwaage 312,5 mg (328,5 mg) Na,HPO,-12H,0; 30 Min. mit 25 ml Lé- 
sungsmittel gekocht; dekantiert; Riickstand (trocken): 133,3 mg (165,4 mg); aus 
der Lésung nach Eindampfen und Trocknen: 1,1 mg (3,4 mg); also verloren: 
178,1 mg (159,7 mg); das entspricht etwa dem Wassergehalt des eingewogenen 
Salzes: 188,8 mg (198,3 mg). 

c) Einwaage 376,3 mg (399,1 mg) NaH,PO,-H,O; 30 Min. mit 25 ml Lésungs- 
mittel gekocht; dekantiert; Riickstand (trocken): 311,7 mg (349,3 mg); aus der 
Lésung nach Eindampfen und Trocknen: 6,1 mg (4,1 mg); also verloren: 57,9 mg 
(45,7 mg) ; das entspricht etwa dem Wassergehalt des eingewogenen Salzes: 49,2 mg 
(52,0 mg). 

Die vorstehend mitgeteilten Versuche zeigen, daB sowohl NaCl als auch Na- 
Phosphate (in weiteren Versuchen auch Glucose) mit Methanol/Chloroform-Gemisch 
z. T. ebenfalls extrahiert werden. Durch wiederholtes Kochen mit diesem Lésungs- 
mittel kann NaCl vollstandig in Lésung gebracht werden. In Gegenwart von Phos- 
phatiden geht bei einmaliger Extraktion mehr NaCl in Lésung als ohne Phosphatid- 
gegenwart, wie folgende Versuche zeigen: 

d) Einwaage 43,5 mg (36,8 mg) NaCl + 17,0 mg (26,5 mg) Pferdeherzphos- 
phatid (X' = 60,5 mg; 63,3 mg); 30 Min. mit 25 ml Lésungsmittel gekocht; dekan- 
tiert; Riickstand (trocken): 1,9 mg (0,8 mg); aus der Lésung nach Eindampfen und 
Trocknen: 58,0 mg (62,3 mg). Lésung in Methanol/Chloroform-Gemisch mit Wasser 
geschiittelt; waiBrige Phase + Ag® + H®: weife, kisige Fallung von AgCl (im 
organ. Lésungsmittel fallt mit Ag® auch Phosphatid aus, vermutlich als Inner- 
komplexverbindung). 

e) Einflu8 der Reinigung durch Diffusion (nach Folch!); Verwendung von 
Pferdeherzphosphatid mit 0,603% Plasmal‘. 

«) Einwaage 32,3 mg NaCl + 18,6 mg Phosphatid (2 = 50,9 mg); 2mal 
30 Min. mit je 25 ml Lésungsmittel gekocht; dekantiert; aus der Lésung nach Ein- 

dampfen und Trocknen: 41,4 mg; nach Diffusionsreinigung: 18,7 mg; darin Plas- 
mal 0,594% (gef.)*, 0,603% (ber.). 


1 J. Folch, I. Ascoli, M. Lees, J. A. Meath u. F. N. Le Baron, J. biol. 
Chemistry 191, 833 [1951]. 

2 Th. v. Brand, Z. vgl. Physiol. 14, 200 [1931]; A. B. Hastings u. L. Eichel- 
berger, J. biol. Chemistry 117, 79 [1937]. 

3 D. Fairbairn, J. biol. Chemistry 157, 645 [1945]. 

4 Bestimmung nach R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 
287, 90 [1951]; 298, 79 [1953]; H. Christl, diese Z. 298, 83 [1953]. 
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B) Einwaage 30,2 mg NaCl + 21,1 mg Phosphatid (Y = 51,3 mg); 2mal 
30 Min. mit je 25 ml Lésungsmittel gekocht ; dekantiert; aus der Lésung nach Ein. 
dampfen und Trocknen: 51,4 mg; nicht durch Diffusion gereinigt; darin Plasmal 
0,266% (gef.)*, 0,248% (ber.). 

Diese Versuche zeigen, daB bei der Diffusionsreinigung kein Plasmal verloren. 
geht, was wegen der leichten Emulgierbarkeit der Phosphatide und der leichten 
Abspaltbarkeit von Plasmal in wiBriger Emulsion méglich schien. Sie zeigen auch 
die gute Wirksamkeit der Diffusionsreinigung. 

Zu 2: a) Vergleich der Totallipidbestimmung nach der unten beschriebenen 
Methode mit der Feuchtextraktion. Verwendung von Rattenleber. 

a) Einwaage (feucht) 741,8 mg (912,2 mg) ; Auswaage (nach Gefriertrocknung) 
221,5 mg (272,6 mg); Totallipid roh: 61,4 mg (71,7 mg); nach Diffusionsreinigung: 
30,8 mg (38,3 mg) = 13,9% (14,0%) der Trockenmasse = 4,15% (4,19%) der 
Feuchtmasse. 

8) Einwaage (feucht) 1039,3 mg (1038,7 mg); Feuchtextraktion, d.h. Ex. 
traktion durch mehrfaches Kochen mit Methanol/Chloroform-Gemisch (3 + 1 Vol.- 
TI.); Einengen im Vak. ; Ausschiitteln mit Petrolither; Abdestillieren des Lésungs. 
mittels; Trocknen; Totallipid roh: 53,0 mg (54,5 mg); nach Diffusionsreinigung: 
42,8 mg (43,7 mg) = 4,12% (4,21%) der Feuchtmasse. 

Nach diesen Versuchen ergeben beide Extraktionsmethoden iibereinstim- 
mende Werte; es zeigt sich also, daB auch bei der Feuchtextraktionsmethode beim 
Ausschiitteln mit Petrolither noch wasserlésliche Stoffe mitgeschleppt werden. 

b) Weiterhin wurde versucht, die nachstehend beschriebene Methode noch 
dadurch zu vereinfachen, daB die Extraktion durch mehrmaliges Kochen mit Lé- 
sungsmittel ersetzt wird durch eine mehrfach durchgefiihrte Kaltextraktion, wie 
sie fiir Frischgewebe von Sperry® beschrieben wurde. Jedoch ergab sich bei 4 Ver- 
gleichsuntersuchungen stets ein um 12—16% geringerer Wert, wie folgendes Bei- 
spiel zeigt (Rattenleber) : 

a) Einwaage 683,8 mg (865,3 mg); 3mal Kochen mit Methanol/Chloroform- 
Gemisch (3 + 1 Vol.TI.); Totallipid nach Diffusionsreinigung: 33,6 mg (42,1 mg) 
= 4,92% (4,87%) der Feuchtmasse. 

8) Einwaage 640,0 mg (799,9 mg); 3mal je 45 Min. Schiitteln mit Methanol; 
Chloroform-Gemisch (1 + 2 Vol.-Tle.); Totallipid nach Diffusionsreinigung: 
27,2 mg (33,9 mg) = 4,25% (4,23%) der Feuchtmasse; d. h. 15,5% weniger als bei «. 


Beschreibung der Bestimmungsmethode 


Das Organ wird in einer Reibschale mit fliissigem Stickstoff einge- 
froren und pulverisiert. Von dem Organpulver werden 0,4—1,2 g in ein 
gewogenes und auf etwa — 10° gekiihltes 50-m/-Birnenkélbchen mit auf- 
gesetztem Normalschliffstopfen gefiillt. Diese Arbeiten werden am besten 
im Kalteraum oder in der Kiihltruhe bei < 0° vorgenommen. Nach dem 
langsamen Erwarmen auf Zimmertemperatur und sorgfaltigem Entfer- 
nen von auBerlich am Kélbchen haftendem Kondenswasser wird genau 
gewogen (Ergebnis: Masse des Feuchtgewebes). Nun wird wieder ein- 
gefroren und durch AnschlieBen an eine Vakuumpumpe gefriergetrock- 
net. Das Kélbchen wird mehrmals gewogen bis zur Gewichtskonstanz. 
Zu diesem Zwecke wird es von der Pumpe abgenommen, verschlossen, 
stehengelassen, bis es Zimmertemperatur angenommen hat, von Kon- 
denswasser befreit und gewogen. Nachdem Gewichtskonstanz erreicht ist, 
was nach 3—4 Stdn. der Fall ist, ist damit die Masse des Trockengewebes 


8 W.M. Sperry, in Methods of Biochemical Analysis, Vol. II, Intersc‘ence 
Publishers, New York 1955, S. 83. 
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bestimmt. Dann wird zu dem Trockengewebe die etwa 30-fache Menge 
Methanol/Chloroform-Gemisch (3 + 1 Vol.-Tl.) und ein Siedesteinchen 
gegeben und 30 Min. unter RiickfluB gekocht. Die noch warme Lésung 
wird durch ein ganz kleines Filter in ein gewogenes Becherglas von etwa 
2,5 cm innerem Durchmesser (etwa 25 mi Inhalt) verlustlos tibergefiihrt, 
wobei man moglichst nichts vom Riickstand auf das Filter bringt, was 
im allgemeinen leicht gelingt. Ist doch etwas vom Riickstand auf das 
Filter gelangt, so wird das ganze Filter in das Birnenkélbchen gebracht. 
Nun wird wieder die gleiche Menge Lésungsmittel zugefiigt und 45 Min. 
unter Riickflu8B gekocht. Es wird wie vorher filtriert. Das Kochen mit 
Losungsmittelgemisch wird ein drittes Mal mit 60 Min. Kochzeit wieder- 
holt und dann wie vorher filtriert. SchlieBlich wird das Filter einige Male 
mit reinem Lésungsmittel gewaschen. 

Nun wird der Inhalt des Becherglases in einer Hausmannschen 
Vakuumverdampfungsschale in einem N,- oder CO,-Strom unter gelin- 
dem Erwarmen bis fast zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird in 
wenig Methanol/Chloroform-Gemisch (1 -+- 2 Vol.-Tle.) gelést und diese 
Lésung vorsichtig mit Wasser tiberschichtet, bis das Becherglas fast ganz 
gefiillt ist. Mit Hilfe einer passenden Tiegelzange wird nun das gefiillte 
Becherglas in ein fast ganz mit Wasser gefiilltes 1-/-Becherglas versenkt. 
Das Ganze laBt man 24 Stdn. an einem dunklen Ort stehen. Dann wird 
das kleine Becherglas mit der Zange wieder herausgeholt, die iiberste- 
hende waBrige Phase abgesaugt und die untere Phase in der Vakuum- 
verdampfungsschale zur Trockne gebracht. SchlieBlich wird im Vakuum- 
exsikkator vollstandig getrocknet und dann gewogen (Ergebnis: Masse 
des Totallipids). Das gewonnene Lipid kann zu weiteren Bestimmungen 
(P, N, Jodzahl usw.) verwendet werden. 


Es ist ratsam, gefrorenes Organpulver fiir spitere Kontrolluntersuchungen 
nicht offen in der Kihltruhe aufzubewahren, da auch bei < 0° der Wasserdampf- 
druck groB genug ist, das Wasserverluste eintreten. So wurde bei — 15° nach 24Stdn. 
schon ein Wasserverlust von 1—2% gefunden. 


Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Totallipide kénnen durch Extraktion von gefriergetrocknetem Or- 
ganpulver und nachfolgender Entfernung von wasserléslichen Verunrei- 
nigungen aus dem Extrakt durch ,,Diffusionsreinigung“ bestimmt wer- 
den. Die Methode erwies sich als bequemer und genauer als die bisher 
iiblichen. 

Summary 


The total lipid content may be determined by extraction of freeze- 
dried powder of organs and subsequent removal of water soluble impur- 
ities from the extract by a ,,diffusion purification“. This method is 
handier and more exact than the previous ones. 
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Carotinoide der Siibwasseralgen, XI} 


Uber die Carotinoide aus Oscillatoria amoena 
Von 
Josef Tischer 
Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie und Vorratspflege der Universitit Halle (Saale) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1957) 


In den bisher veréffentlichten Untersuchungen iiber Cyanophyceen-Carotinoide 
wurde iiber das Vorkommen einer Reihe von Polyenpigmenten berichtet. AuBer 
£-Carotin und geringen Mengen a-Carotin hat man in Blaualgen die epiphasischen 
Carotinoid-Ketone Myxoxanthin?*, Aphanicin und Aphanin *° aufgefunden, aufier. 
dem Flavacin45, dessen Konstitution noch nicht bekannt ist, das jedoch mit 
Mutatochrom, einem furanoiden Oxyd des /-Carotins identisch sein kénnte®. An 
hypophasischen Pigmenten wurden in Cyanophyceen Xanthophyll, Zeaxanthin, 
Myxoxanthophyll?:5, Aphanizophyll*:> und Oscillaxanthin® festgestellt. Eine 1954 
von Handke’ veréffentlichte Untersuchung berichtet iiber die Mengenverhiltnisse 
epiphasischer und hypophasischer Carotinoide in einzelnen Cyanophyceen. Erwihnt 


sei, daB die beiden Polyenketone Aphanicin und Aphanin nicht nur in Blaualgen, | 


sondern auch in den Aplanosporen eines bestimmten Stammes der einzelligen Griin- 
alge Haematococcus pluvialis aufgefunden und daraus in kristallisierter Form er. 
halten worden sind®, 

In der Gruppe der Oscillatorien sind Carotinoide auch schon friiher nach. 
gewiesen worden. Hinsichtlich der alteren Literatur sei auf K ylin® und auf Karrer 
und Jucker (l.c.°, S. 84) verwiesen. Sehr eingehend wurden die Pigmente der Blau- 
alge Osc. rubescens untersucht. Heilbron und Lythgoe? isolierten daraus neben 
B-Carotin und Xantophyll (Lutein) Myxoxanthin (C,,H,;,0) und Myxoxanthophyll 
(C4 9H;,0,) in kristallisierter Form. Karrer und Rutschmann® haben in einer 
aus dem Klirschlamm der Filteranlagen der Stadt Ziirich gewonnenen Osc. rubescens 
die gleichen epiphasischen Carotinoide nachgewiesen. Unter den hypophasischen 
Pigmenten haben die letztgenannten Autoren an Stelle des Xanthophylls Zeaxanthin 
gefunden, ferner haben sie darin Myxoxanthophyll und einen sauren, sehr langwellig 
absorbierenden Farbstoff, das Oscillaxanthin, nachgewiesen. 

In den letzten Jahren wurde Myxoxanthin auch von Goodwin und Taha” 
aus einer Mischkultur von Oscillatoria isoliert und dieses Pigment, das allerdings 
nicht kristallisiert erhalten worden war, mit Echinenon verglichen, das erstmals 
Lederer? in den Gonaden von Seeigeln aufgefunden hatte. Goodwin und Taha 


1 X. Mitteil.: J. Tischer, diese Z. 310, 50 [1958]. 

2 J. M. Heilbron u. B. Lythgoe, J. chem. Soc. [London] 1936, 1376. 

3 P. Karrer u. J. Rutschmann, Helv. chim. Acta 27, 1691 [1944]. 

4 IV. Mitteil.: J. Tischer, diese Z. 251, 109 [1938]. 

5 VII. Mitteil.: J. Tischer, diese Z. 260, 257 [1939]. 

6 P. Karrer u. E. Jucker, Carotinoide, Verlag W. Birkhauser, Basel 1948, 
S. 315. 

7H. H. Handke, Wiss. Z. Univ. Halle, Math.-Nat. 4, 89 [1954]. 

8 TX. Mitteil.: J. Tischer, diese Z. 281, 143 [1944]. 

® H. Kylin, diese Z. 166, 39 [1927]; Kungl. fysiogr. Sallsk. Lund Forh. 9, 
213 [1939]. 

10 T, W. Goodwin u. M. M. Taha, Biochem. J. 48, 513 [1951]. 
11 E. Lederer, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 201, 300 [1935]. 
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haben chromatographisch und spektroskopisch die Identitét von Echinenon und 
Myxoxanthin festgestellt, auch die ihrer Oxime sowie der mit Aluminiumisopropylat 
erhaltenen Reduktionsprodukte. Schon Lederer hielt es fiir méglich, daB die 
beiden Pigmente miteinander identisch sein kénnen (I. c.*, S. 335). Von Heilbron 
und Lythgoe* wurde Myxoxanthin als 4-Keto-y-carotin angesprochen. Nach den 
Untersuchungen von Karrer und Rutschmann’ ist die Konstitution des Myxo- 
xanthins noch nicht endgiiltig aufgeklart; sie ziehen dafiir auBer der von Heilbron 
und Lythgoe diskutierten Zusammensetzung auch eine bicyclische Formel in 
Betracht, in der sich das Carbonyl in 4-Stellung befindet. Goodwin und Taha 
sowie auch Ganguly, Krinsky und Pinckard?? folgern aus ihren Untersuchungs- 
ergebnissen, daB es sich sowohl beim Myxoxanthin als auch beim Echinenon um 
ein 4-Keto-f-carotin handelt. Auf Grund theoretischer Erwagungen haben Good- 
win und Taha aber auch die Meinung vertreten, daB Aphanin mit Myxoxanthin 
und mit Echinenon identisch sei. Dem kénnen wir jedoch nicht zustimmen. Schon 
1938 und 1939 haben wir’ auf die erheblichen Unterschiede zwischen dem von 
Heilbron und Lythgoe beschriebenen Myxoxanthin und dem aus Aphanizomenon 
flos aquae von uns isolierten Aphanin hingewiesen. Ohne die unterschiedlichen 
Eigenschaften hier noch einmal in Einzelheiten herauszustellen, soll nur darauf 
hingewiesen werden, daf einer der wesentlichen Unterschiede darin besteht, daf 
Aphanin eine Kohlenstoff-Doppelbildung weniger enthalt als Myxoxanthin bzw. 
Echinenon. AuBerdem sei hervorgehoben, daB die Carbonylgruppe der letzt- 
genannten Pigmente mit der Polyenkette in Konjugation steht, im Gegensatz zu 
der des Aphanins, die von der Polyenkette isoliert ist und nach der heute iiblichen 
Bozifferung der Kohlenstoffatome des Iononringes sehr wahrscheinlich in Stellung 3’ 
steht. 1939 haben wir nach der damals iiblichen Bezifferung die Stellung 5’ fiir die 
CO-Gruppe angegeben®. In der zitierten Arbeit haben wir auch die Griinde genannt, 
warum die 4’-Stellung der CO-Gruppe fiir Aphanin nicht in Betracht kommen kann, 
die jedoch auf Grund der heutigen Erkenntnisse fiir Myxoxanthin bzw. Echinenon 
angenommen wird. Es erscheint uns daher notwendig, darauf hinzuweisen, dab die 
Bezeichnungen der von uns 1938 und 1939 beschriebenen Carotinoide Aphanin und 
Aphanicin zur Zeit noch nicht entbehrlich sind. Es wird aber erforderlich sein, mit 
kristallisiertem Material Vergleiche durchzufiihren, um die Verschiedenheiten 
zwischen Aphanin und Myxoxanthin bzw. Echinenon herauszustellen. 


Wir fanden 1955 in der dunkel-blaugriinen Osc. amoena ein Unter- 
suchungsobjekt, aus dem wir u.a. auch Myxoxanthin isoliert haben. 
Die in dieser Blaualge vorkommenden Carotinoidmengen sind allerdings 
klein im Vergleich zu den von den oben genannten Autoren?* aus der 
sich rot verfairbenden Osc. rubescens erhaltenen Ausbeuten. Folgende 
Polyenpigmente konnten wir in Osc. amoena nachweisen: f-Carotin, 
Myxoxanthin, Spuren von drei weiteren epiphasischen Carotinoiden 
mit sehr langwelligen Spektren und Kryptoxanthin, ferner Zeaxan- 
thin, Myxoxanthophyll undOscillaxanthin. Da es uns leider nicht 
gelang, aus dem 1955 gesammelten Material die fiir Myxophyceen charak- 
teristischen Carotinoide in kristallisierter Form zu erhalten, haben wir 
die Untersuchungen 1956 mit neuem Material wiederholt. Aber auch 
bei dieser Untersuchung haben wir nur f-Carotin, Kryptoxanthin und 
Zeaxanthin kristallisiert erhalten. Die itibrigen Pigmente wiesen trotz 
Anwendung der iiblichen Reinigungsarten derart viele Beimengungen 
an farblosen Stoffen auf und waren in unserem Untersuchungsmaterial 
12 J. Ganguly, N. J. Krinsky u. J. H. Pinckard, Arch. Biochem. Bio- 
physics 60, 345 [1956]. 
13 T. W. Goodwin u. M. M. Taha, Biochem. J. 47, 244 [1950]. 
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in zu geringer Menge vorhanden, so da wir sie nur auf Grund ihrer 
Lage im Chromatogramm und ihres spektroskopischen Verhaltens 
charakterisieren konnten. 

Interessanterweise war der $-Carotin-Fraktion eine im Verhiltnis 
zu den Polyenfarbstoffen groBe Menge elementaren Schwefels bei. 
gemengt. Aus einer 980 g organische Substanz enthaltenden Algenmenge 
haben wir mehr als 2 g reinen Schwefel isoliert. Auch in gebundenem 
Zustand kommt Schwefel in Osc. amoena vor, vielleicht in Form eines 
Senféls, das allerdings nicht nachgewiesen wurde. Nach Hinze™ finden 
sich Schwefel-Einschliisse im Innern der Zellen mancher Oscillaria- 
Arten in Gestalt von Schwefeltrépfchen, wie sie 6fter auch in Beggiato. 
aceen*® angetroffen wurden. 

Die Untersuchung der Farbstoffe aus Osc. amoena haben wir in 
beiden Jahren in verschiedener Weise durchgefiihrt. Einmal wurden die 
Pigmente ohne vorangegangene Verseifung der extrahierten Stoffe, ledig- 
lich nach Verteilung zwischen Benzin und 90-proz. Methanol, durch 
Adsorption getrennt und Verseifungen erst anschlieBend durchgefiihrt. 
Das andere Mal wurden die chromatographischen Trennungen nach Vor- 
behandlung der Extrakte mit alkoholischer Lauge und anschlieBender 
Verteilung in epiphasische und hypophasische Pigmente vorgenommen, 
Dabei konnte festgestellt werden, daB nur ein kleiner Teil des Zeaxan- 
thins in Osc. amoena frei vorkommt und daf die Hauptmenge verestert 
vorliegt. 


Beschreibung der Versuche 


Ende Mai bis Mitte Juni 1955 kam es in einem Warmhaus des Botanischen 
Gartens in Halle a. d. Saale (Viktoria-Haus) zu einem Massenauftreten der Blau- 
alge Oscillatoria amoena, das sich 1956 in kleinerem Ausmafe wiederholte. Fir den 
Hinweis auf dieses Massenvorkommen, die mikroskopische Untersuchung und die 
Unterstiitzung bei der Einsammlung der Algen danken wir Herrn Dozenten Dr. 
Handke. An der Blattunterseite einiger Wasserpflanzen und an den Wandungen 
des groBen Warmhausbeckens hatte sich stellenweise ein millimeterdicker Blau- 
algenbelag angesetzt, den wir mit Hartigelit-Blittchen leicht ablésen konnten. Im 
Laufe von 3 Wochen sammelten wir 1955 etwa 5kg abgepreBte feuchte Algen- 
substanz ein, 1956 waren nur 2 kg zu erhalten und 1957 trat die Blaualge nur noch 
in so geringer Menge auf, da’ sich eine Einsammlung nicht mehr lohnte. 

Zwecks Entfernung von Sand, der von der Beckenwandung stammte, und 
anderen Verunreinigungen wurde die in mehreren Partien eingeholte blaugriine 
Algenmasse im Laboratorium wiederholt mit grofen, auf 30° temperierten Wasser- 
mengen aufgeschwemmt und das Waschwasser nach Beseitigung der Verunreini- 
gungen und nach Absetzen der Algenmasse abgehebert. Im mikroskopischen Bild 
beobachteten wir die von Geitler!® fiir Osc. amoena beschriebenen Formen. 
Durch Absaugen auf mit Seesand beschickten Biichner-Trichtern wurde der grifte 
Teil des dem Algenbrei beigemengten Wassers entfernt. In 100 g des abgepreBten 
Materials waren durchschnittlich 19,6 g organische Substanz enthalten, der Rest 
bestand aus Wasser, Mineralstoffen und noch beigemengtem Sand. 


14 Hinze, Kochs Jahresber. Gir. Organ. 14, 130 [1903]. 

15 A, Corsini, Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh. Abt. IT. 
14, 272 [1905]. 

16 L.. Geitler, Cyanophyceae, Heft 12 von Paschers Sii8wasserflora, Ver- 
lag G. Fischer, Jena 1925. 
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Das weitgehend vom Wasser befreite pastenartige Pflanzenmaterial wurde 
unter Zusatz kleiner Partien von Methanol in Porzellanreibschalen mit Seesand 
zerricben und in Pulverflaschen bei Zimmertemperatur mit Methanol entwassert. 
Nach wiederholtem Durchschiitteln und etwa 14stdg. Stehenlassen haben wir den 
wasserhaltigen Methanolextrakt abgesaugt. Sodann wurde das Algenmaterial bei 
Zimmertemperatur zweimal mit Aceton ausgelaugt und anschlieBend in groBen 
Soxhlet-Apparaten in der Warme mit Aceton, teils auch mit Petrolither (Siede- 
bereich 35 bis 40°) erschépfend extrahiert. 


1. Untersuchung der unverseiften Extrakte 


Aus den Methanol-, Aceton- und PA-Extrakten haben wir 1955, bei der ersten 
Aufarbeitung des Materials, die Lésungsmittel im Stickstoffstrom abdestilliert, den 
Riickstand mit 90-proz. Methanol aufgenommen und wiederholt mit Benzin 
(70—80°) ausgeschiittelt. Die Benzinlésungen wurden anschlieBend mit 90-proz. 
Methanol durchgeschiittelt und die korrespondierenden Anteile der beiden Phasen 
vereinigt. Die dunkelgriin gefirbte Benzinlésung haben wir alkoholfrei gewaschen, 
mit entwassertem Natriumsulfat getrocknet, auf 400 ml eingeengt und in einer 
Aluminiumoxydséule von 30mm Durchmesser chromatographiert. Nach Ent- 
wickeln mit Benzin erhielten wir 4 verschieden angefairbte Zonen. 

Die Inhaltsstoffe des obersten, 24 cm langen griin gefarbten Bezirkes wurden 
mit Benzol/Methanol eluiert, das Elutionsgemisch abdestilliert, der Riickstand mit 
methylalkoholischer Kalilauge verseift und die darin enthaltenen Carotinoide in 
Benzin getrieben. Bei der Verteilung zwischen 90-proz. Methanol und Benzin 
firbten sich beide Phasen stark an. Ihre Spektren waren wenig unterschiedlich. 
Aus der Benzinschicht wurde durch chromatographische Trennung hauptsichlich 
Kryptoxanthin, daneben Autoxydationsprodukte mit unmeBbar verschwom- 
menen Spektren und eine geringe Menge Farbstoff mit einem einbandigen Spektrum 
(Myxoxanthin) erhalten, die spiter mit den Inhaltsstoffen der Zone It vereinigt 
wurde. Die Kryptoxanthin-Partie ergab nach nochmaliger chromatographischer 
Reinigung aus Benzol/Benzin-Lésung und wiederholtem Umkristallisieren aus 
Benzol/Methanol metallisch glinzende Prismen vom Schmp. 168,5° (korr.). 
Optische Schwerpunkte in Schwefelkohlenstoff: 519, 482, 452 my; in Benzin: 
485,5, 452,5, 424 my; in Chloroform: 497, 463, 433 mu. Beim Verteilungsversuch 
mit 90-proz. Methanol suchte der Farbstoff in der Hauptmenge die Oberschicht 
auf, mit 95-proz. Methanol wanderte die iiberwiegende Menge in die Hypophase. 
Mit Salzsiure trat in atherischer Lésung keine Farbreaktion auf. 

Aus der Unterschicht der nach der Verseifung verteilten Partie wurde im 
wesentlichen Zeaxanthin erhalten. Diesen Farbstoff haben wir chromatographisch 
aus Benzol-Lésung an Zinkcarbonat gereinigt. Eine schmale oberhalb des Zea- 
xanthins liegende schmutziggelb gefiirbte Zone mit verschwommenem Spektrum 
wurde entfernt. Unterhalb des Zeaxanthins war noch etwas Kryptoxanthin fest- 
gehalten worden, das ebenfalls abgetrennt wurde. Aus Methanol kristallisierte das 
Zeaxanthin in gelben, langgestreckten, teils zu Biischeln vereinigten Blattchen, 
Schmp. 207° (korr.). Spektrum in Schwefelkohlenstoff: 518, 482, 450 mz; in Benzin 
(70—80°): 483,5, 451,5, 423 my; in Methanol: 481, 450, 422 my. Ein Mischchromato- 
gramm mit Zeaxanthin aus Physalis alkekengi aus Schwefelkohlenstoff-Lésung an 
Zinkcarbonat erwies sich auch nach oft wiederholtem Nachwaschen mit dem gleichen 
Lésungsmittel vollig einheitlich. Weiteres Nachwaschen mit Benzin oder Benzol 
fiihrte lediglich zu Farbveriinderungen, nicht aber zu einer Zonentrennung. 

Die Pigmente der zweiten, 16 cm langen, rétlich grau und ockergelb gefarbten 
Zone der ersten Adsorption wurden noch zweimal in unverseiftem Zustand an 
Aluminiumoxyd adsorbiert und die Chromatogramme mit Benzol/Benzin ent- 
wickelt. Dabei konnten weitere Aufspaltungen erreicht werden: im obersten engen 
Bezirk wurden dunkelgriine Farbstoffe festgehalten, dann folgten einige sehr 
schmale Ringe von dunkelvioletter, hellroter, graugriiner, violettroter und orange- 
gelber Farbe. Dabei handelte es sich um kleinste Farbstoffmengen, die sich weder 
nach wiederholter Adsorption in engeren Rohren noch nach Verseifung identi- 
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fizieren lieBen. An der tiefsten Stelle der Saiule wurde eine dunkel-orange-rot an. 
gefirbte Zone festgehalten, aus der sich eine kleine Menge Myxoxanthin isolieren 
lieB. 
Aus der violettstichig roten, 5 em langen dritten Zone der ersten Adsorption 
haben wir die Hauptmenge des Myxoxanthins gewonnen. Nach wiederholter 
chromatographischer Reinigung an Aluminiumoxyd wurde der Destillationsriick. 
stand des letzten Benzol/Methanol-Eluates mit Pyridin/Methanol aufgenommen, 
Aus dieser Lésung fielen im Kiihlschrank farblose Stoffe aus, die sich auf Methanol. 
zusatz vermehrten. Nach Abfiltrieren der Begleitstoffe wurde das Lésungsmittel- 
gemisch abdestilliert, der Trockenriickstand in Benzol gelést und die Lésung mit 
Methanol versetzt; daraus lieBen sich weitere farblose Beimengungen ausfrieren, 
Dann haben wir das Benzol/Methanol-Gemisch abdestilliert und den Riickstand 
mit alkohol. Kalilauge behandelt, wodurch neuerdings farblose Stoffe abgetrennt 
wurden. Auch nach Adsorption der so gereinigten Partie gelang es uns nicht, das 
Myxoxanthin zu kristallisieren. Das Spektrum des Farbstoffes und sein sonstiges 
Verhalten waren jedoch fiir Myxoxanthin charakteristisch. Absorptionsmaximum 
in Schwefelkohlenstoff: 488 mu; in Chloroform: 473 mu; in Benzin: 465 my; in 
Athanol: 470 mu. Im Verteilungsversuch verhielt sich das Pigment rein epiphasisch. 
Bei der Adsorption aus Benzinlésung blieb es an Calciumhydroxyd haften, nicht 
aber an Calciumcarbonat. 

Die Inhaltsstoffe der orange gefairbten untersten Zone der ersten Adsorption 
haben wir in das Filtrat iibergefiihrt. Nach dem Einengen schieden sich aus der 
auf 0° abgekihlten Benzin-Lésung in gréBerer Menge schwach gelblich gefirbte 
Kristalle aus, die in Benzol gelést und durch Methanol wieder ausgefallt wurden. 
Die Substanz schmolz bei 115,5° (korr.) und anderte ihren Schmp. nach wieder- 
holtem Umkristallisieren aus Benzol nicht. Sie wurde als elementarer Schwefel 
identifiziert. Aus dem fast 3 g wiegenden Rohprodukt wurden 2,2 g reiner Schwefel 
gewonnen. Der Trockenriickstand des nach dem Abtrennen des Schwefels er- 
haltenen Filtrates war élig und wies einen terpenartigen Geruch auf. Um die eine 
Kristallisation verhindernden Beimengungen zu entfernen, wurde die Substanz 
mit 5-proz. methanol. Kalilauge verseift. Erst nach anschlieBender Adsorption an 
Aluminiumoxyd und darauf folgender chromatographischer Reinigung an Calcium- 
hydroxyd gelang es, die letzten Schwefelreste zu entfernen und das in dieser Partie 
vorhandene #-Carotin kristallisiert zu erhalten. Nach dreimaligem Umkristalli- 
sieren aus Benzol/Methanol und dazwischen geschaltetem Auskochen der Kristalle 
mit Methanol wurde ein konstanter Schmp. von 183,5° (korr.) erreicht. Spektrum 
in Schwefelkohlenstoff: 520,5, 485, 450 mu; in Benzin: 483,5, 452, 426 my; in 
Benzol: 496, 466 my. 

Untersuchung der sich bei der Verteilung der unverseiften Farb- 
stoffe hypophasisch verhaltenden Carotinoide: Die griingefairbte Methanol- 
Lésung wurde bei vermindertem Druck stark eingeengt, nach Zugabe von Wasser 
mit Kochsalz versetzt und die Farbstoffe mit Chloroform ausgeschiittelt. In der 
Grenzschicht einzelner Partien schied sich zuweilen ein roter Niederschlag aus, der 
in Methanol léslich war. Bei den Waschungen mit dest. Wasser setzte sich tiber der 
Chloroformschicht immer zuerst ein rétlicher, spiter ein weiBer Niederschlag ab. 
Die Niederschlige wurden gesammelt und in der weiter unten beschriebenenWeise 
untersucht. Es sei vorweggenommen, daB sie neben farblosen Stoffen Oscillaxanthin 
und etwas Myxoxanthophyll enthielten. 

Die vereinigten Chloroformlésungen wurden getrocknet, auf 400 ml eingeengt, 
und die Carotinoide an Zinkcarbonat chromatographiert. Dadurch konnte zuniachst 
nur eine grobe Aufteilung in Myxoxanthophyll (obere Zone) und Zeaxanthin er- 
reicht werden. Beide Partien waren noch mit griinen Farbstoffen verunreinigt. Die 
Pigmente wurden mit chloroformhaltigem Methanol eluiert. Die Inhaltsstoffe der 
unteren Zone und des Filtrates haben wir vereinigt; sie enthielten Zeaxanthin. 

Der Abdampfriickstand des Eluates der oberen Myxoxanthophyll-Zone wurde 
aus Chloroformlésung wieder an Zinkcarbonat adsorbiert und dieser Vorgang 
wiederholt. Das Chromatogramm wurde jeweils mit Chloroform entwickelt, dem 
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wenig Methanol zugesetzt worden war. Ein oberhalb des mit violettroter Farbe 
adsorbierten Myxoxanthophylls befindlicher graugriiner Bezirk wurde abgetrennt, 
ebenso auch eine gelbe, noch Zeaxanthin enthaltende schmale Zone aus dem unteren 
Teil des Chromatogramms. Aus den Inhaltsstoffen der oberen Zone lieB sich nach 
weiterer chromatographischer Trennung noch eine kleine Menge Myxoxanthophyll 
gewinnen, die mit der Hauptmenge vereinigt wurde. 

Das Myxoxanthophyll haben wir nach Abdestillieren des Elutionsmittels 
mit Pyridin aufgenommen und durch Zusatz von Benzin und Benzol wieder aus- 
gefallt. Auch nach Wiederholung dieses Reinigungsvorganges erhielten wir bei 
Kristallisationsversuchen aus Aceton/Benzin-Gemisch nur harzige oder flockige 
Ausscheidungen. Die Substanz wurde deshalb in Methanol aufgenommen und ver- 
seift. AnschlieBend wurde sie aus Chloroformlésung neuerlich an Zinkcarbonat 
chromatographiert. Durch lang anhaltendes Entwickeln lieBen sich Begleitstoffe 
und Zersetzungsprodukte herauswaschen. Das Myxoxanthophyll wurde mit Chloro- 
form/Methanol eluiert und der Abdampfriickstand des Eluates in Aceton gelést. 
Nach Abfiltrieren der bei —2° ausgefrorenen farblosen Verunreinigungen wurde 
das Aceton abdestilliert, der Riickstand mit Pyridin aufgenommen und das Myxo- 
xanthophyll wieder mit Benzol und Benzin ausgefallt. Auch mit dem so gereinigten 
Material scheiterten alle Kristallisationsversuche. 

Die Chloroformlésung des Myxoxanthophylls gab mit konz. Schwefelsiure 
eine tiefe Blaufairbung. Konz. Salzsiure hatte keine Farbanderung zur Folge, weder 
in Chloroform, noch in atherischer Lésung. Mit Antimontrichlorid in Chloroform 
firbte sich die Chloroformlésung tief blau. Absorptionsmaxima: in Pyridin: 526, 
489, 458 mu; in Chloroform: 518, 484, 454 my; in Athanol: 503, 471, 445 my; 
in Schwefelkohlenstoff: 544, 508, 479 my. 

Alle bei den wiederholten Adsorptionen der hypophasischen Pigmente an- 
gefalienen Filtrate und die Eluate der unterhalb des Myxoxanthophylls adsor- 
bierten Stoffe haben wir vereinigt und bei vermindertem Druck zur Trockne ge- 
bracht. Zwecks Beseitigung des noch beigemengten Chlorophylls wurde der Riick- 
stand mit 5-proz. methylalkohol. Kalilauge verseift und das Reaktionsgemisch nach 
Verdiinnen mit Wasser erschépfend mit Benzin extrahiert. Die gelbe Benzinlésung 
wurde nach entsprechender Vorbereitung an Aluminiumoxyd chromatographiert. 
Beim Entwickeln mit Benzol/Benzin-Gemisch haben wir im wesentlichen drei Zonen 
erhalten. Die mittlere ziegelrote Zone enthielt Zeaxanthin. Die Inhaltsstoffe der 
dariiber und darunter liegenden Zonen wurden nicht identifiziert, ihre Spektra 
waren unmefbar. Aus der untersten Zone haben wir nach Abdestillieren der 
Elutionsfliissigkeit eine bei Handwirme schmelzende hellgelb gefiirbte Masse er- 
halten, in der sich mittels der Lasseigneschen Probe Schwefel nachweisen lief. 
Das Zeaxanthin der mittleren Zone wurde nach weiterer zweimaliger Adsorption 
an Zinkcarbonat kristallisiert erhalten. Aus einer Schwefelkohlenstofflésung schie- 
den sich auf Zusatz von Benzin zu Biischeln vereinigte rote Nadeln aus. Im Misch- 
chromatogramm und im Spektrum stimmte der Farbstoff mit Zeaxanthin aus 
Physalis alkekengi vollig iiberein. 

Isolierung und Nachweis des Oscillaxanthins: Die hellrot bis rot ge- 
firbten Niederschlige, die wir bei der Uberfiihrung der hypophasischen Farbstoffe 
aus Methanol in Chloroform und bei der Waschung dieser Lésung mit Wasser ab- 
getrennt hatten, wurden in warmem Chloroform gelést und an Zinkcarbonat ad- 
sorbiert. Das Chromatogramm haben wir mit acetonhaltigem Chloroform und an- 
schlieBend mit methanolhaltigem Aceton entwickelt. Dabei bildeten sich drei Zonen 
aus. Die mittlere rotviolette Hauptzone enthielt das Oscillaxanthin. In der unteren 
orangefarbenen Zone wurde Myxoxanthophyll festgehalten. Die Inhaltsstoffe der 
drei Bezirke wurden mit essigsiurehaltigem Methanol eluiert und nochmals chro- 
matographisch gereinigt. Aus der oberen ockerfarbenen Zone konnte dabei noch 
eine Spur Oscillaxanthin gewonnen werden, die wir mit der Hauptmenge vereinigt 
haben. 

Das Oscillaxanthin wurde aus dem Eluat in Essigester iibergefiihrt und 
das Liésungsmittel mit Wasser siurefrei gewaschen. Nach dem Einengen der ge- 
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trockneten Essigester-Lésung schied sich der Farbstoff im Kiihlschrank harzig aus, 
Der Rest lie8 sich mit Ather fallen. Wegen der starken Verunreinigungen und der 
geringen vorhandenen Menge haben wir das Carotinoid nicht kristallisiert erhalten 
kénnen. In Lauge war die Substanz léslich. Mit konz. Schwefelsiure gab sie cine 
Blaufarbung ; dic Chloroformlésung farbte sich durch Antimontrichlorid blaugriin. 
In atherischer Lésung entstand beim Schiitteln mit 25-proz. Salzsaure eine bald 
verblassende Blaufarbung. Das Carotinoid léste sich leicht in Methanol, Athanol, 
Pyridin und Aceton; es war praktisch unléslich in Benzin, Schwefelkohlenstoff, 
sehr schwer léslich in Ather und Benzol, etwas leichter in Chloroform und Essig. 
ester. Seine optischen Schwerpunkte lagen in Methanol bei 530, 496, 461 mu; 
in Pyridin bei 552, 513,5, 483 mu; in Schwefelkohlenstoff bei 567, 528, 494 muy, 


Die fiir die Messung des Spektrums erforderliche Schwefelkohlenstofflésung wurde — 


nach Anfeuchten der Substanz mit Benzol erhalten. Das gleiche Spektrum haben 
wir auch beobachtet, wenn eine Spur der Methanollésung nach den Angaben von 
Karrer und Rutschmann? mit viel Schwefelkohlenstoff verdiinnt wurde. 

Das aus der dritten Zone erhaltene Myxoxanthophyll wurde nochmals 
chromatographisch gereinigt und lieB dann im GittermeSspektroskop die gleichen 
optischen Schwerpunkte erkennen, wie oben beschrieben. Auch sein sonstiges Ver. 
halten war gleichartig. 


2. Untersuchung der verseiften Extrakte 


Bei der Untersuchung der 1956 gesammelten geringeren Menge Oscillatoria 
amoena (2 kg feuchtes Material) wurden die Methanol- und Aceton-Extrakte nach 
Abdestillieren der Extraktionsflissigkeiten unmittelbar mit 5-proz. methylalkohol. 
Kalilauge in der iiblichen Weise verseift und dann im wesentlichen der von K arrer 
und Rutschmann® fir die Untersuchung der Carotinoide von Osc. rubescens 
beschriebene Arbeitsgang eingehalten. 


Unter den epiphasischen Pigmenten der Hauptpartie haben wir die gleichen 
Farbstoffe aufgefunden wie im Jahre zuvor, nimlich Kryptoxanthin, Myxo- 
xanthin und #-Carotin. Auch kristallisierter Schwefel wurde wieder erhalten. 
Die hypophasischen Pigmente haben wir durch Adsorption an Zinkcarbonat auch 
wieder in Myxoxanthophyll und Zeaxanthin getrennt. Leider schlugen auch 
diesmal alle Bemithungen fehl, Myxoxanthin und Myxoxanthophyll zu kristalli- 
sieren. 

Bei der Aufarbeitung der nacheinander angefallenen Algenmengen haben wir 
die Carotinoide einer gréBeren Probe nach der Verseifung in Benzin getrieben, wo- 
bei sich in der Benzinlésung ein brauner flockiger Niederschlag ansammelte. Dieser 
wurde abfiltriert und mit Essigester ausgezogen, wobei eine dunkelbraune Lésung 
entstand. Nach Abdestillieren des Lésungsmittels erhielten wir einen Riickstand, 
der zum Teil in Schwefelkohlenstoff léslich war. Bei einem Verteilungsversuch 
zwischen Benzin und 90-proz. Methanol verhielt sich das Pigment rein epiphasisch 
und zeigte in Schwefelkohlenstoff die Absorptionsmaxima 551, 511,5, 480 my, die 
etwa denen des Rhodopurpurins (I.c.°, S. 306) entsprechen. Mit Antimontrichlorid 
gab der Farbstoff in Chloroformlésung eine blaugriine Farbreaktion, mit konz. 
Schwefelsiure eine Blaugriin-Farbung. Seine atherische Lésung lieferte mit konz. 
Salzsiure eine blaugriine Farbreaktion. Die Schwefelkohlenstofflésung war blau- 
stichig rot, ather. Lésungen und Benzinlésungen waren gelb gefirbt. 

Ein weiterer Teil des Essigester-Extraktes liste sich in Benzin (70—80°). 
Beim Verteilungsversuch gab diese Lésung eine geringe Menge Farbstoff an die 
Methanolphase ab. Das hypophasische Pigment lief} keine meSbaren Absorptions- 
spektren erkennen, auch nicht nach chromatographischer Reinigung an Zink- 
carbonat. Bei der Adsorption der epiphasischen Stoffe an Aluminiumoxyd wurden 
fiinf Farbzonen erhalten, von denen die erste, dritte und vierte keine meBbaren 
Spektra erkennen lieBen. Das Eluat der zweiten erikafarbenen Zone wies in 
Schwefelkohlenstoff die optischen Schwerpunkte 547, 509, 479 my auf. Der Farb- 
stoff der untersten Zone zeigte im gleichen Lésungsmittel die Absorptionsmaxima 
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566, 525, (487) mu. Eine weitere Untersuchung der drei zuletzt beschriebenen epi- 
phasischen Farbstoffe erschien wegen der viel zu geringen Substanzmenge aus- 
sichtslos. 

Aus den nach der Verseifung angefallenen alkalisch-alkoholisch-waBrigen 
Chlorophyllin-Lésungen haben wir nach der von Karrer und Rutschmann® 
beschriebenen Arbeitsweise Spuren von Oscillaxanthin isoliert. Zunichst wurde 
mit verd. Schwefelsiure neutralisiert, das Methanol bei vermindertem Druck ab- 
destilliert, mit Schwefelsiure auf py 4—5 angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt. 
Das Oscillaxanthin wurde dann mit Essigester ausgezogen. Den griin gefirbten 
Destillationsriickstand haben wir in Aceton gelést und die eingeengte Acetonlésung 
an Zinkcarbonat chromatographiert. Entwickelt wurde mit Aceton/Methanol 
(20: 1). Die dabei erhaltene Oscillaxanthin-Menge war auBerordentlich gering. In 
seinem Verhalten stimmte der Farbstoff mit dem oben beschriebenen iiberein. 


Zusammenfassung 


In Osciliatoria amoena wurden die gleichen Carotinoide aufgefunden, 
die in Oscillatoria rubescens von Karrer und Rutschmann, teils auch 
von Heilbron und Lythgoe, nachgewiesen worden sind, namlich 
p-Carotin, Myxoxanthin, Zeaxanthin, Myxoxanthophyll und Oscilla- 
xanthin. AuBerdem haben wir aus Osc. amoena noch Kryptoxanthin ge- 
wonnen. In Spuren enthalt die Alge auch noch sehr langwellig absorbie- 
rende epiphasische Carotinoide. Aus den Acetonextrakten wurden gréBere 
Mengen elementaren Schwefels isoliert, die sich in der f-Carotinfraktion 
anreicherten. 

Gegen die Behauptung von Goodwin und Taha, da Aphanin mit 
Myxoxanthin bzw. Echinenon identisch sei, wird Stellung genommen. 


Summary 


In oscillatoria amoena the same carotenoids were found as in oscil- 
latoria rubescens by Karrer and Rutschmann, also in part by Heil- 
bron and Lythgoe. They are f-carotene, myxoxanthin, zeaxanthin, 
myxoxanthophyll, and oscillaxanthin. In addition, we isolated crypto- 
xanthin from osc. amoena. The alga also contains traces of epiphasic 
carotinoids absorbing in the long wave lengths. Larger amounts of ele- 
mentary sulfur that accumulated in the f-carotene fraction were isolated 
from the acetone extracts. 

Goodwin and Taha’s claim that aphanin is identical with myxo- 
xanthin or echinenone is disputed. 











Uber den Einflu8 von Phenyl-athy]-essigsdure 
auf die nach Radiojodgabe auftretenden Veranderungen 
im Fettstoffwechsel der Ratte 
Von 


H. L. Kriiskemper und Giinter Schulze 
Aus der Medizinischen Universititsklinik Géttingen, Direktor: Prof. Dr. R. Schoen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. April 1957) 
Herrn Professor Dr. R. Schoen zum 65. Geburtstag 


Angeregt durch die Untersuchungen von Cottet und Mitarbb.* 
sowie Steinberg und Fredrickson?, welche fanden, da Phenyl- 
athyl-essigsiiure (PAE) in der Lage ist, bei Ratten und Menschen den 

'Cholesterinspiegel des Blutes zu senken und den Einbau von 1-'4C- 
-Acetat zu drosseln, haben wir gepriift, welchen EinfluB die Verabfol- 
gung der Substanz auf den Serumcholesterinspiegel und die Leberfette 
hat, nachdem durch Radiojodausschaltung der Schilddriise eine endo- 
gene Veranderung am Fettstoffwechsel im Sinne der Hypothyreose er- 
| geugt war. Die Versuchsanordnung schien uns deswegen besonders inter- 
essant zu sein, weil dadurch sehr komplexe Bedingungen, wie sie etwa 


bei der Ausbildung atheromatéser Verinderungen vorliegen, am ehesten 
nachgeahmt werden kénnen, zumal z. Zt. sehr stark diskutiert wird, ob 
man PAE im Rahmen der Arteriosklerosebehandlung verwenden kann. 


Methodik 


Von 38 mannl. Ratten im Gewicht von etwa 150 g wurden 26 Tiere mit je 
-1mC !*!J behandelt, 12 dienten als Kontrolltiere. Die mit !*'!J behandelten Tiere 
wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe erhielt keinerlei Behand- 
| lung, die zweite erhielt 9 Tage lang bzw. 27 Tage lang vor dem angesetzten Ver- 
| suchstermin eine Behandlung mit 50 mg PAE pro Tag und Tier. Die PAE wurde 
| dazu in 5-proz. Natriumcarbonatlésung gelést und mit der Schlundsonde ver- 
_ fiittert. Ein Vorversuch hatte ergeben, daB die Dosis von 250 mg PAE/Tier/Tag zu 
hoch war, und die Tiere innerhalb von 2 Tagen starben. 3 Wochen und 6 Wochen 

nach der Injektion des 1*1J wurde ein Teil der Tiere getétet, und im Serum das 
_ Gesamt-Cholesterin nach Schmidt-Thomé und Augustin? sowie in der Leber 
Gesamtfett und Unterfraktionen adsorptionschromatographisch bestimmt?. 


1 J. Cottet, A. Mathiavat u. J. Redel, Presse méd. 62, 939 [1954]; 
J. Cottet, J. Redel, C. Krumm-Heller u. M. E. Tricaud, Bull. Acad. nat. 
| Méd. 1958 Nr. 25,26,27/441; D. Bargeton, C. Krumm-Heller u. M. E. Tri- 
¢aud, C. R. Séances Soc. Biol. 148, 63 [1954]. 

n 2 D. Steinberg u. D. S. Fredrickson, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 90, 232 
| 11955}. 
3 J. Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]. 

4G. Schulze u. H. Siidhof, Pfliigers. Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
| 258, 211 [1953]. 
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Tab. la. Das Verhalten der Lipide der Leber normaler Ratten (Gruppe 1) und 
3 Wochen (Gruppe 2) bzw. 6 Wochen (Gruppe 3) nach Gabe von 1*'J. Dosierung 
s. Methodik. Angaben in mg/g Trockengewebe (Absolutwerte) und in % der 









































Gesamtlipide. 
, Chol- Chol- 
Gesamt- | Phospha- } Neutral- |freie Fett- ; 
Gruppe Lipid tide fett siuren —— Hy 
1. 
Kontrolle 140,5 110,8 7,8 _ 9,1 1,4 
104,9 9,0 7,2 9,6 1,4 
150,8 98,3 19,2 6,2 8,7 1,1 
97,5 13,1 11,8 10,9 1,6 
147,8 105,2 5,0 9,3 12,0 1,0 
103,1 6,9 12,5 10,9 1.0 
M (abs) 146,9 103,2 10,2 9,6 10,2 13 
Om 3,08 1,95 2,12 1,24 0,52 
M (rel) 70,6 6,9 6,3 7,0 0,9 
2. 
3 Wochen nach 202,8 97,4 25,3 48,1 6,9 5,6 
131 J 82,4 28,4 36,8 9.1 6,4 
187,8 74,5 24,1 54,3 9,1 6,7 
70,3 25,1 56,6 9,4 6,7 
: 185,2 84,5 18,9 46,2 6,2 6,0 
M (abs) 191,1 81,8 24,4 48,4 8,1 6,3 
om . 5,52 4,68 1,54 3,47 0,65 0,21 
M (rel) 42.8 12,8 25,3 4,2 3,3 
3. 
6 Wochen nach 174,5 61,0 17,6 70,7 13,1 7,6 
sy 64,2 17,4 68,6 12,6 Pt 
171,5 48,0 22,4 60,7 18,4 6,3 
58,4 29,9 57,1 19,8 6,3 
162,0 57,8 13,6 68,1 5,2 6,1 
56,0 15,5 60,9 6,7 6,1 
169,5 59,0 20,7 60,5 7,3 5,3 
53,5 21,6 64,2 7,3 5,3 
159,0 49,4 17,6 78,0 8,1 5,7 
53,8 20.6 63,4 9,2 5,7 
160,7 53,4 19,1 60,2 6,2 5,2 
55,5 21,3 60,7 5,0 5,5 
M (abs) 166,2 55,9 19,8 64,4 9,9 6,1 
om 2,63 1,34 1,20 1,73 1,44 0,21 
M (rel) 33,6 11,9 38,7 6,0 3,7 
Ergebnisse 


Tab. la zeigt die Analysenergebnisse der Leberfette von normalen 
Ratten sowie nach 3 und 6 Wochen Einwirkzeit von Radiojod. Man sieht 
daraus, daB es durch die Verabfolgung von 1!J in der Dosis von 1 mC} 
Ratte zu einem Anstieg der Leberfette kommt, mit Maximum nach etwa 
3 Wochen. An diesem Anstieg des Leberfettes sind vor allem die Neutral- 
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fette und die freien Fettsauren beteiligt, wahrend die Phosphatide sogar 
absinken. Der niedrigste Phosphatidwert wird jedoch erst bei der Unter- 
suchung nach 6 Wochen Einwirkzeit des Radiojods gefunden. Wahrend 
die Cholesterinester in der Leber unter der Wirkung des }*4J nur wenig 
yerindert werden, steigt das freie Cholesterin signifikant an. 

Wenn man die Tiere 3 Wochen der Wirkung des !*1J ausgesetzt und 
9 Tage lang vor der Untersuchung mit 50 mg PAE/Tag/Tier behandelt, 
so tritt am Gesamtfettgehalt der Lebern eine sichere Veranderung nicht 
ein, der Phosphatidgehalt steigt jedoch an unter Abfall der Cholesterin- 
ester, wahrend die iibrigen untersuchten Fraktionen keine wesentliche 
Anderung erfahren. Erst nach 6 Wochen langer Einwirkung von Radiojod 
und 27tiagiger PAE-Behandlung kommt es zu einem signifikanten An- 
stieg des Leberfettgehaltes unter besonderer Anhaufung von Neutralfett. 
Der Phosphatidgehalt der Lebern ist dabei gegenitiber den unbehandelten 
Tieren der 11J-Gruppe erhdht, jedoch im Vergleich zu der Gruppe, die 
3 Wochen unter Radiojod stand und 9 Tage mit PAE behandelt wurde, 
deutlich herabgesetzt. Das Lebercholesterin erfaihrt dabei keine weiteren 
Veranderungen (Tab. 1b). 

Auch am Serum-Cholesterin spielen sich Veranderungen ab. Unter 
der alleinigen Wirkung von 1*4J kommt es zu einem Anstieg des Gesamt- 
Cholesterins im Serum um etwa 74°, wahrend nach 6 Wochen *!J-Ein- 
wirkung der Serumcholesterinwert nur noch um etwa 52°, gegeniiber 


Tab. 1b. Der Einflu8 von Phenyl-athyl-essigsiure auf die Verinderungen der Leber- 

lipide nach Gabe von 1*!J (Gruppe 4: nach 3 Wochen !*!J, 9 Tage Behandlung 

mit PAE; Gruppe 5: nach 6 Wochen !*!J, 27 Tage Behandlung mit PAE). 

Dosierung s. Methodik, Angaben in mg/g Trockengewicht (Absolutwerte) und in % 
der Gesamtlipide. 
































E Chol- Chol- 
5 Ss . ‘ral- ) tt- - ° 

Gruppe thei oy Wee = so ent esterin- | esterin 
ester (frei) 

4, 

3 Wochen nach 206,5 97,8 21,8 55,0 5,4 8,0 
aaly) 190,0 104,2 21,4 35,2 5,3 5,7 
(9 Tg. PAE) 208,5 100,0 32,4 40,0 6,3 6,4 
M (abs) 201,6 100,6 25,2 43,4 5,4 6,7 
ou 5.86 1,88 3,60 5,96 0,52 0,68 
M (rel) 49,9 12,5 21,5 2,7 3,3 

5. 

6 Wochen nach 182,0 97,6 33,2 45,5 8,0 6,6 
ae 96,6 29,8 51,0 7,6 6,6 
(27 Tg. PAE) 183,0 68,0 27,5 61,3 5,6 7,1 

70,2 29,0 59,0 5,8 7,2 

189,8 64,7 26,8 70,1 4,7 ‘Go 

72,3 24,1 65,4 5,6 6,7 

M (abs) 184,9 78,2 28,4 58,7 6,2 6,9 
o 2,52 6,06 E27 3,72 0,53 0,11 

M (rel) 42.3 15.4 31.7 3.4 3,7 
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dem Ausgangswert erhéht ist. Unter der Einwirkung von PAE bei den 
von uns gewahlten Bedingungen bleibt dieser durch Radiojod-Gabe her. 
beigefiihrte Anstieg des Serumcholesterins aus. Am deutlichsten sind die 
Unterschiede nach 3-wéchentlicher Radiojodeinwirkung und neun Tagen 
Behandlung mit PAE (Tab. 2). 


Tab. 2. Veranderungen des Serumgesamtcholesterins normaler Ratten nach Be. 
handlung mit 1*!J und nach Gabe von 1%!J + Phenylathylessigsiure. Angaben 














in mg%. 
1. 2, 3. 3. | 5. 
? 7 iene 3 Wochen j 6 Wochen 
a yah = phic ay nach 131\J nach PAE 
(9 Tg. PAE) 24 Tg. PAF) 
134,0 169,5 93,5 135,8 132,8 
144,5 194,0 142,7 131,0 103,3 
48,2 179,2 132,8 96,9 113,1 
58,8 131,0 157,4 92,0 83,6 
42,8 135,8 188,9 iSsi0 ~ 132.8 
53,6 123,9 
101,9 127,9 
91,0 118,1 
112,5 122,9 
85,6 : 113,1 
85,6 147,6 
96,4 a 
M = 87,9 161,9 133,4 117,3 113,1 
n = 12 5 11 5 5 














In Tab. 3 sind die Ergebnisse der statistischen Rechnungen fiir die 
einzelnen Versuchsgruppen in Beziehung zu den eintretenden Verande- 
rungen aufgefiihrt. Die Bezeichnung der verglichenen Gruppen deckt 
sich mit denen der Tabellen 1a und 1b. 


Diskussion der Ergebnisse 


Unter der Einwirkung von 11J kommt es bei der Ratte nach 3 und 
6 Wochen zu einem Anstieg des Serumcholesterins mit Héhepunkt 
nach 3 Wochen. Dieser Anstieg konnte unter unseren Versuchsbedin- 
gungen durch die Gabe von PAE verhindert werden. Damit gleich- 
laufend vollziehen sich Verainderungen an den Leberlipiden, die in Ab- 
hangigkeit von der Dauer der PAE-Behandlung in qualitativer und 
quantitativer Hinsicht verschieden sind: nach kurzdauernder Behand- 
lung kommt es in der Leber zu einem Anstieg der Phosphatide unter 
Abfall des veresterten Cholesterins, wihrend nach langerer Behandlung 
eine Anhaufung von Neutralfett und des Gesamtfettes eintritt unter Ab- 
fall der Phosphatide. Ahnliche Verainderungen an Leber- und Serum- 
lipiden, wie wir sie bei kurzdauernder PAE-Einwirkung sahen, kann man 
beobachten, wenn sich z. B. eine durch Cholinmangel herbeigefiihrte 
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Fettleber unter der Einwirkung lipo- 
troper Substanzen lést®. Wir glauben 
daher nicht, daB diese Verande- 
rungen typische Folgen der PAE- 
Behandlungensind, sondern méchten 
vielmehr annehmen, daB solche Ver- 
inderungen im Serum ganz allge- 
mein einer Mobilisierung von Fetten 
aus Depot entsprechen. 
Steinberg undFredrickson? 
fanden unter der Wirkung von PAE 
eine verminderte Cholesterinsyn- 
these aus Essigsiure. Eine kom- 
plette Blockierung des Essigsaure- 
Umsatzes ist jedoch unwahrschein- 
lich, da, wenn auch die Befunde nach 
kurzer PAE-Einwirkung eine deut- 
liche Cholesterinverminderung  er- 
kennen lieBen, die quantitativen 
Cholesterinveranderungen nach lin- 
gerer Behandlung immer mehr in 
den Hintergrund treten zu Gunsten 
einer Neutralfettzunahme mit Ab- 
sinken des Phosphatids in der Leber. 
Da der Angriffspunkt der PAE 
wahrscheinlich in der Weiterver- 
wertung der Essigsiure gesucht 
werden mu, wiirden sich unsere Be- 
funde deuten lassen, wenn man eine 
Blockierung an zwei verschiedenen 
Punkten der Essigsiureverwertung 
annehmen wiirde, und zwar sowohl 
eine Blockierung der Cholesterin- 
bildung als auch eine Hemmung der 
Fettsiuresynthese. Nach unseren Be- 
funden kénnte man weiter schlieBen, 
daB die Cholesterinsynthese entwe- 
der frither als die Fettsiuresynthese 
oder intensiver als diese durch PAE 
in Mitleidenschaft gezogen wird. 
Es mu8 dabei in jedem Falle zu 
einem Uberschu8 an verwertbarem 
Acetat kommen, welches seinerseits 


5 F. Hartmann, F. Ruwe u. G. 
Schulze, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 217, 98 [1953]. 


Tab. 3. Statistische Auswertung der Ergebnisse der Tab. la, 1b und 2. Gruppennummerierung s. Tabellen 1a und b. 
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eine Hemmung des Fettsiureabbaues bewirken kénnte, die sich in 
einem Anstau von Neutralfett zu erkennen gibt. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsge. 
meinschaft durchgefiihrt. 


Zusammenfassung 


Durch Pheny]-athyl-essigsiure (PAE) 1aBt sich ein durch Gabe von 
131J herbeigefiihrter Cholesterinanstieg im Blut verhindern. Dabei kommt 
es zu Veranderungen an den Leberlipiden, die in zwei Phasen verlaufen, 

In der ersten Phase kommt es zu einer Verminderung des Chol- 
esterins in der Leber und zu einem Anstieg des Phosphatids; in der 
zweiten zu einem Anstieg des Neutralfettes in der Leber unter Absinken 
des Phosphatids und zur Ausbildung einer Fettleber. 

Angriffspunkt und Wirkungsweise der PAE werden diskutiert. 

Vor einer langdauernden Anwendung der PAE am Menschen zur 
Therapie atheromatéser Verinderungen mus gewarnt werden, da mit 
dem Auftreten von Fettlebern und deren Folgen zu rechnen ist. 


Summary 


Phenyl-ethyl-acetic-acid (PEAA) prevents a rise of cholesterol in 
blood induced by uptake of 1*!I. Simultaneously changes in two phases 
occur among the lipids of liver. 

During the first phase, cholesterol of the liver decreases while phos- 
phatides increase. During the second phase, neutral fats rise in concen- 
tration accompanied by a lowering of phosphatides and formation of a 
fatty liver. 

Method of attack and manner of action of PEAA are discussed. 

Prolonged application of PEAA on humans for treatment of ather- 
omatous changes must be discouraged, since the incidence of fatty livers 
and their consequences is to be expected. 
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Die enzymatische Reduktion aromatischer Nitrogruppen* 
Von 
W. A. Miiller 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der Universitit Tiibingen 


Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juni 1957 


Seit R. Cohn weiB man, daB an aromatische Ringsysteme gebun- 
dene Nitrogruppen im Tierk6rper reduziert werden k6énnen. In den letz- 
ten Jahren wurde versucht, die wirksamen Fermente und den Mechanis- 
mus naher zu untersuchen!-. Die im folgenden dargelegten Untersuchun- 
gen iiber dieses Thema wurden 1953 bis 1956 durchgefihrt und die wesent- 
lichen Ergebnisse in kurzen Mitteilungen 1954 bzw. 1955 veréffentlicht®. 
Inzwischen sind mehrere neue Arbeiten iiber die fermentative Nitro- 
Reduktion erschienen, ohne daB die Probleme dieses Prozesses als geklart 
angesehen werden diirfen®-°. 

Selbst fiir die Reduktion der Nitrogruppe mit chemischen Mitteln 
sind der genaue Mechanismus und die primaren Zwischenprodukte nicht 
in Einzelheiten bekannt. Insbesondere hat man noch keine endgiiltige 
Vorstellung dariiber, auf welche Weise das erste Sauerstoffatom vom 
Stickstoff abgespalten wird. Ausgehend von der Wirkungsweise der der- 
zeit erforschten Redox-Fermente, welche Elektronen bzw. Wasserstoff 


1 R. Cohn, diese Z. 18, 133 [1894]; E. Bueding u. N. Jolliffe, J. Pharmacol. 
exp. Therapeut. 88, 300 [1946]; F. Egami, M. Ebata u. R. Sato, Nature [Lon- 
don] 167, 118 [1951]; V. H. Parker, Biochem. J. 51, 363 [1951]; J. D. Taylor, 
H. E. Paul u. H. F. Paul, J. biol. Chemistry 191, 223 [1951]. 

2G. N. Smith u. C. 8S. Worrel, Arch. Biochemistry 24, 216 [1949]; R. E. 
Asnis u. J. 8. Gots, Arch. Biochemistry 30, 25, 35 [1951]. 

3 R. C. Bender u. H. E. Paul, J. biol. Chemistry 191, 217 [1951]. 

4 A. F. Brodie u. J. 8S. Gots, Arch. Biochem. Biophysics 39, 165 [1952]. 

5 W. A. Miller, Z. Naturforsch. 10b, 600 [1955]; Tagung d. Gesellschaft f. 
Physiol. Chemie 1954, ref. in Ber. ges. Physiol. exp. Pharmacol. 172, 172 [1955]. 

6 A. K. Saz u. J. Marmur, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 82, 783 [1953]; A. K. 
Sazu. R. B. Slie, Arch. Biochem. Biophysics 51, 5 [1954]; J. biol. Chemistry 210, 
409 [1954]; G. J. D. Nicholas u. A. Nason, ebenda 207, 353 [1954]; I. Yama- 
shina, Bull. chem. Soc. Japan 27, 85 [1954]; R. K. Kielley, J. biol. Chemistry 
216, 405 [1955]; K. Honda, S. Otsuka u. J. Shimoda, J. Biochemistry [Tokyo] 
48, 387 [1956]; M. N. Green, J. E. Josimovich, A. G. Kwan-Chung Tsen u. 
A. M. Seligmann, Cancer 9, 176 [1956]. 

' 7 I. Yamashina, S. Shikata u. F. Egami, Bull. chem. Soc. Japan 27, 42 
1954}. 
8 R. K. Kielley, 3. Internat. KongreB f. Biochemie, Briissel 1955. 

* In dieser Arbeit gebrauchte Abkiirzungen: Nba = 3-[o-Nitro-benzoy]]- 
alanin; Nss = 4-Nitro-salicylsiure; DPN = Diphosphopyridin-nucleotid; FAD = 
Flavin-Adenin-Dinucleotid. 
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aufnehmen, Sauerstoff oder Hydroxylgruppen einfiihren, kann man dem. 
nach keine Briicke schlagen zu dem hypothetischen Mechanismus einer 
Nitrogruppen-Reduktase. Zunachst muBte fiir dieses Ferment geklirt 
werden, woher es die notwendigen Reduktionsaiquivalente von ausrei- 
chend negativem Redoxpotential, etwa —200 mV°, erhalt. 

Als Substrat fiir die Untersuchung der Nitrogruppen-Reduktion 
wurden ausschlieBlich Mononitroarylverbindungen gewahlt, da bei den 
Dinitroverbindungen und Nitroderivaten, welche in chinoide Systeme 
iibergehen k6nnen, infolge ihrer allgemein leichteren Reduzierbarkcit, 
andere Bedingungen vorliegen. Vorzugsweise wurde /-[o-Nitro-benzoy]]- 
alanin und 4-Nitro-salicylsiure verwendet. Der erstgenannte Stoff schien 
als Aminosaure in seinen Loéslichkeitseigenschaften physiologischen Sub- 
straten noch nahe zu stehen. Da er, wie im Versuchsteil wahrscheinlich 
gemacht wird, auf die Stufe des Arylhydroxylamines spontan einen Ring 
zum /-[Anthranil-(3) ]-alanin schlieBt, bestand die Hoffnung, dieses Zwi- 
schenprodukt vor der weiteren Reduktion zu fassen. Von der 4-Nitro- 
salicylsiure andererseits ist das Verhalten ihres Reduktionsproduktes, 
der 4-Amino-salicylsiure, im Stoffwechse] gut erforscht und man wei, 
daB es im Korper nur in relativ geringem AusmaBe weiter verandert 
wird!®, Die Untersuchungen beziehen sich ausschlieBlich auf Saugetier- 
fermente. 

Leberhomogenate vom Schwein oder der Ratte kénnen die beiden 
Nitroverbindungen in die entsprechenden Aminoderivate tberfiihren. 
Aus £-[o-Nitro-benzoyl]-alanin entsteht /-{0-Amino-benzoy]]-alanin 
(Kynurenin). Es wurde durch Papierchromatographie in zwei verschie- 
denen Lésungsmittelsystemen, durch die typische Fluoreszenz auf dem 
Papier, die Anfarbbarkeit durch Diazotierung und Kupplung! und durch 
das UV-Spektrum der aus dem Papier eluierten Substanz identifiziert. 
Die aus 4-Nitro-salicylsiure entstehende 4-Amino-salicylsiure wurde aus 
dem Fermentansatz kristallin gewonnen und durch Schmelzpunkt, IR- 
und UV-Spektrum charakterisiert. 

LaBt man Leberhomogenat in der Kalte stehen, so verliert es lang- 
sam die Fahigkeit zur Reduktion von Nitroverbindungen. Dialyse gegen 
Pufferlésungen oder die Herstellung eines Acetontrockenpulvers vermin- 
dert die Reduktionswirkung noch wesentlich starker. Durch Zugabe von 
DPN und dehydrierbaren Substraten lift sich das dialysierte Ferment 
bzw. das Acetontrockenpulver reaktivieren. Die urspriingliche Wirksam- 
keit wird nahezu erreicht, wenn man Leberzellkochsaft oder ein FAD- 
Praparat zugibt (Tab. 1). Durch Fraktionierung der léslichen Proteine 
aus Schweineleber und Schweineherz mit abgestuften Ammoniumsulfat- 
fallungen wurde festgestellt, daB alle im Sinne der Nitroreduktion wirk- 





® O. Dann u. E. F. Moller, Chem. Ber. 82, 76 [1949]. 

10 H.G. Bray, W. V. Thorpe u. P. B. Wood, Biochem. J. 48, 394 [1951]; 
A. Venkaturaman, P. R. Venkaturaman u. H. B. Lewis, J. biol. Chemistry 
1738, 641 [1948]. 
11H. Hellmann, diese Z. 287, 205 [1951]. 
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Tab. 1. Nitrogruppen-Reduktion durch dialysiertes Homogenat, erganzt durch 
niedrigmolekulare Stoffe. 


Versuche in Thunberg-GefiBen unter N,-Atmosphire, Gesamtvolumen 4 m/l; 

m/15-Trispuffer, py 7,4; Homogenat aus Rattenleber 1,0 ml, 4-10~° Mol 4-Nitro- 

salicylsiure; Inkubation 1 Stde. bei 30°. Als 100% wird die Reduktionsleistung 

yon derselben Menge nicht dialysiertem Leberhomogenat bezeichnet; sie betrug 

im Mittel 0,7-10-® Mol (+ 0,08) gebildete Amino-salicylsiure. Mittelwerte aus je 
4 Versuchen. 








a) 16 Stdn. dialysiertes Homogenat. .........-2-04- < 2%, 
b) dialysiertes Homogenat + DPN (10-7 Mol). ........ 7.4 + 2,6% 
ce) dialysiertes Homogenat + p1i-Glutaminsaure (3-10—5 Mol) . .| 6,9 + 1,8% 
d) dialysiertes Homogenat + DPN (10-7 Mol) + p1i-Glutaminsaure 

aOR es ay teh ali iniiparnesepnnt 18,0 4- 1,0% 
e) dialysiertes Homogenat + DPN (10-7 Mol) + pu-Apfel- und pt- 

Milonshure (Go se10-" MO): fs. 8 ew ee esa « RTS TRH 
f) dialysiertes Homogenat + DPN + Glutaminsaure + Apfel- und 

Milchséure und dem FAD-Praparat. ....... 2 +. | 91,3 + 30% 
g) dialysiertes Homogenat + DPN + Glutaminsaure + Apfel- und 

MilcheWare und Kooohsatt. . 2... 5k ck ee te ee tl 93,2 + 3,0% 


samen Fraktionen die Eigenschaft besaBen, gleichzeitig Redoxfarbstoffe 
wie Methylenblau oder Dichlorphenolindophenol zu reduzieren. Danach 
schien die Nitroreduktasenwirkung mit der Gruppe der sog. Diaphorasen 
vergesellschaftet zu sein. Letztere werden von vielen Autoren! nicht als 
einheitliche und nur zu dieser Funktion faihige Enzyme angesehen. Viel- 
mehr vermutete man, daB diese Diaphoraseneigenschaft vielen Flavopro- 
teinen eigen ist und insbesondere, daB die DPNH-Cytochrom c-Reduktase 
in einer metallfreien und vielleicht geschidigten Form als Diaphorase 
wirkt. In den folgenden Versuchen wurde daher gepriift, ob der DPNH- 
Cytochromc-Reduktase, als dem wohl wichtigsten DPNH oxydierenden 
Ferment der Zelle, die Fahigkeit zukommt, Nitrogruppen zu reduzieren. 
Die von Mahler, Sarkar, Vernon und Alberty’® isolierte Cyto- 
chrom c-Reduktase schien dem physiologischen in der lebenden Struktur 
vorkommenden Ferment relativ gut zu entsprechen!. Sie wurde nach 
der Vorschrift von Mahler und Mitarbeitern hergestellt und die Reini- 
gung bis zu den Stufen R, bzw. R, vorgenommen. Ein Teil der orientie- 
renden Versuche wurde auch mit dem Gefriertrockenpulver und der 
Fraktion R, durchgefiihrt. Die spezifische Cytochrom c-Reduktasen-Ak- 
tivitit meines Fermentes war allerdings im Durchschnitt nur halb so groB 


12 EF. E. Lockhart u. V. R. Potter, J. biol. Chemistry 187, 1 [1941]; T. P. 
Singer u. E. B. Kearney in H. Neurath u. K. Bailey, ,,The Proteins II/A, 
8. 124, Academic Press, New York 1954; F. M. Huennekens, Experientia [Basel] 
12, 1 [1956]; F. L. Crane u. H. Beinert, J. Amer. chem. Soc. 76, 4491 [1954]; 
F. L. Crane, J. G. Hauge u. H. Beinert, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
17, 292 [1955]. 

13H. R. Mahler, N. K. Sarkar, L. P. Vernon u. R. A. Alberty, J. biol. 
Chemistry 109, 585, 599 [1952]. 

144 W. W. Wainio u. S. J. Cooperstein, Advances in Enzymol. 17, 376 
[1956]. 
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wie von den Autoren angegeben. Offensichtlich hing dies mit der sehr 
groBen Empfindlichkeit dieses Enzymes zusammen. 

Um die Nitrogruppenreduktion im Versuch zu messen, kann man die 
Bildung der entsprechenden Aminoverbindung verfo.yen. Falls die Re- 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Zeitlicher Ablauf der polarographisch gemessenen Grenzstromstiarke der 
Nitrogruppe von #-[o-Nitro-benzoyl]-alanin bei deren fermentativer Reduktion 
durch ein Flavoprotein mit dem System Athanol, Alkohol-Dehydrogenase und DPN 
als Elektronendonator. 
Der vollstandige Ansatz, Gesamtvolumen 4 ml, enthalt: 3 m/ m/15-Phosphatpuffer, 
pu 7,4, der gleichzeitig 0,2-m.an KCl ist und 0,04% Gelatine enthalt; 1,0-10—® Mol 
Nba; 5-10-? Mol DPN; 10-4 Mol Athanol; 0,5 mg Alkohol-Dehydrogenase; 0,5 mg 
Dimedon. Zum Zeitpunkt 0 werden 5 mg Flavoprotein (Lyophilisat nach H. R. 
Mahler) zugegeben. Kurve a und b: vollstandiges System, c: ohne Alkohol-De- 
hydrogenase, d: ohne Athanol, e: ohne DPN, f: ohne Dimedon, g: Flavoprotein 
durch Erhitzen inaktiviert. 


Abb. 2. Abhangigkeit der Nitrogruppenreduktion von der Menge des gelben Fer- 
mentes im System Flavoprotein, Alkohol-Dehydrogenase, Athanol, DPN. 


Mittelwerte aus je 3 Versuchen. Der Versuchsansatz mit dem Gesamtvolumen 4 ml 

enthalt: 3,0 ml 0,05-m. Trispuffer, py 7,4, welcher gleichzeitig 0,2-m. an KCl und 

0,04-proz. an Gelatine ist; 1,0 10—-* Mol Nba; 5-10-? Mol DPN; 10-4 Mol Athanol; 

0,5 mg Alkohol-Dehydrogenase. AuBerdem bei Kurve a: 3 mg, b: 6 mg, c: 12 mg 
und d: 18 mg Flavoprotein (lyophilisierte Extrakte nach Mahler). 


duktionsschritte von der Nitro- bis zur Aminoverbindung jedoch durch 
verschiedene Fermente katalysiert werden, kann diese Testmethode zu 
falschen und unbrauchbaren Resultaten fiihren. Nachdem festgestellt 
worden war, daB DPNH die Reduktionsiquivalente fiir die Nitrogruppe 
liefert, lag es nahe, einen optischen Test nach Warburg zur enzymati- 
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schen Aktivitaitsbestimmung zu beniitzen und den Mehrverbrauch an 
DPNH in Gegenwart des Nitrogruppen enthaltenden Substrates gegen- 
iiber einem substratfreien Vergleichsversuch zeitlich zu beobachten. 
Ein Teil der folgenden Resultate ist so gewonnen worden. Wurde der bei 
dieser Methode gewahlte Fermentansatz am Schlu8B des Versuches nach 
8 oder 10 Min. aufgearbeitet und die Menge der gebildeten Aminoverbin- 
dung bestimmt, so wurde von letzterer weniger gefunden, als auf Grund 
des Mehrverbrauches an DPNH in Gegenwart des Nitrogruppen enthal- 
tenden Substrates zu erwarten war, wenn man einen DPNH-Bedarf von 
3 Mol pro Mol Aminoverbindung zugrunde legte. 

Es war daher nicht sicher, ob mit diesem DPNH-Verbrauchstest 
die Nitrogruppenreduktion zuverlissig gemessen werden konnte und ob 
hier nicht durch die Gegenwart der Nitro-Derivate geférderte Neben- 
reaktionen stérend mit hereinspielen. Daher wurde eine Methode gesucht, 
bei welcher die Abnahme der Nitro-Derivat-Konzentration verfolgt wer- 
den konnte. Dies geschah einerseits mit der Nitrogruppen-Farbstoff- 
reaktion nach Porter!® und andererseits durch die Polarographie mit 
der tropfenden Quecksilberelektrode. Bei der letzteren Methode wurde 
als DPNH lieferndes System ein Gemisch von Alkohol, DPN, Alkohol- 
Dehydrogenase und Dimedon beniitzt. Eine Mengenabnahme von 
5-10-8 Mol Nba in 5 ml der Fermentlésung lieB sich damit noch gut erfas- 
sen. Die Abb. 1 und 2 zeigen, daB das System bis auf das entbehrliche Di- 
medon vollstaéndig sein muB und daB bei der gewahlten Versuchsanord- 
nung die Menge des zugegebenen Flavoproteins geschwindigkeitsbestim- 
mend ist. 

Die Versuche zeigen, daB bei der Reinigung der Cytochrom c-Reduk- 
tase aus Schweineherz jeweils die Aktivitat als Nitroreduktase mit an- 
steigt (Tab. 2 und 3). Ein strenges Parallelgehen kann angesichts des sehr 
raschen Aktivitatsverlustes dieses Flavoproteins, der schon bei der fiir 
den Test notwendigen Zeitspanne erheblich ins Gewicht fallt, nicht 
erwartet werden. Demgegeniiber stieg bei der Anreicherung der Xanthin- 
oxydase aus den Leberproteinfraktionen die Nitroreduktasen-Aktivitat 
nicht entsprechend an (siehe Versuchsteil). Im Homogenatversuch stei- 
gerte die Zugabe von DL-Glutamat, DL-Lactat und DL-Malat, vor allem 
in Kombination miteinander, die Nitroreduktionswirkung starker als der 
Zusatz von Xanthin (Tab. 4). 

Die Gegenwart von Sauerstoff wirkte im Homogenat-Versuch hem- 
mend auf die Nitroreduktion und ebenso wirkte eine Cyanidkonzentra- 
tion von 3,8-10-2-molar. Niedrigmolekulare Redox-Ubertrager (Cystein, 
Glutathion, Lactoflavin, Lactoflavinphosphorsaure, Safranin T und Bril- 
lantkresylblau) sowie der Zusatz von Kupfer(II)-chlorid, Manganchlorid, 
Kisen(ITI)-chlorid und Molybdién(VI)-oxyd bewirkten keine Verstérkung 
der Nitrogruppen-Reduktion im Versuch mit dialysiertem Homogenat. 
Der Zusatz eines FAD-Priparates dagegen steigerte die Reduktionswir- 


15 ©. C. Porter, Analytic. Chem. 27, 805 [1955]. 
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Tab. 2. Vergleich der Nitroreduktasenaktivitat mit der Aktivitat als DPNH-Cyto. 
chrom c-Reduktase bei verschiedenen Reinigungsstufen des Flavoproteins. 


Quarzkiivetten, Gesamtvolumen 3,0 ml, Boratpuffer, pp 7,9, Temp. 25°. Die {x. 
tinktion wird jeweils gegen eine Kiivette gleichen Inhaltes gemessen, die jedoch 
kein DPNH enthalt. Jede Versuchskiivette enthalt 3,5-10-7 Mol DPNH und 
1,6-10-® Mol Nba. 
Folgende Fermente wurden zugegeben (Bezeichnung nach Mahler): 
Versuchsgruppe a: 250 y lyophilisierter Extrakt, spezif. Aktivitaét als Cytochrome. 
Reduktase 20 E, also Gesamtaktivitat 5,0 E. 
b: 190 y» Niederschlag R,, spezif. Aktivitat als Cytochromc-Reduk- 
tase 32 E, also Gesamtaktivitat 6,1 E. 
c: 160 y Niederschlag R;, spezif. Aktivitaét als Cytochromc-Re- 
duktase 60 E, also Gesamtaktivitat 9,3 E. 
d: 135 » Niederschlag R,, spezif. Aktivitat als Cytochromc-Re- 
duktase 87 E, also Gesamtaktivitat 11,7 E. 
Jeweils Mittelwerte aus 3 Versuchen. 


Die abgelesenen Extinktionswerte bei 340 my sind in % der anfanglichen 
DPNH-Menge umgerechnet. 























Zeit (Min.) 
: 1 2 3 4 5 
Versuchsgruppe 
a 92 83 76 70 66 
b 87 74 67 61 57 
c 79 64 55 48 44 
-d 70 56 45 37 31 


Tab. 3. Vergleich der Cytochromc-Reduktasen- und der Nitroreduktasenaktivitat 
des Flavoproteins nach Mahler in verschiedenen Reinigungsstufen. 
Mittelwerte aus je 2 Versuchen, Versuchsdauer 30 Min., Versuchsansatze entspre- 
chen denen in Abb. 1 als vollsténdiges System bezeichneten mit Ausnahme des 
jeweils veranderten Fermentes. 








Flavoprotein oon ee polarogr. meB- Quotient 
(Reinigungsstufe n. EON barer Schwund | aus Spalte 
pro Kinheiten AT 
Mahler) Pe pro Ansatz an Nba (7) 4u.3 
Extrakt (lyophili- 4,4 51 123 2,41 
siert) 5,3 61 146 2,39 
6,2 7) 161 2,27 
7,2 83 178 2,14 
Niederschlag R, 2,4 60 158 2,63 
Niederschlag R; 3,0 105 203 1,93 
Niederschlag R, 1,8 70 170 2,42 














kung etwas (Tab. 5). Bei der Priifung des angereicherten Flavoproteins 
war ebenfalls der Zusatz von Cystein, Lactoflavin, Safranin T und Eisen- 
(III)-chlorid wirkungslos (Abb. 3). Wurde die DPNH-Cytochromc-Re- 
duktase Mahlers gegen 8-Hydroxy-chinolin dialysiert, so verlor sie einen 
Teil ihrer Aktivitat im Nitroreduktasen-Versuch, die durch einen Zusatz 
von Eisen(III)-chlorid wieder hergestellt werden konnte (Abb. 4). Eine 
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Tab. 4. Nitroreduktasen-Aktivitat des Rattenleberhomogenates mit Xanthin, 
Glutamin-, Milch- und Apfelsaure als oxydierbarem Substrat. 
Versuchsansatze und Bedingungen wie Tab. 1. Es wurde als Ferment jeweils 1 ml 
Leberhomogenat, das 16 Stdn. dialysiert worden war, verwendet. Mittelwerte aus 

je 3 Versuchen. 








pL-Na- pL-Na- | DL-Na- Glut t| Xanthi 
z Glutamat| Malat Lactat Bs ory poe 
Zusatz ohne 3.10-5 3.10-5 3.10-5 | + Malat | 1,510 
Mol Mol Mo! |tLactat} Mol 
gebildete 
4-Amino-salicyl- 0,03 0,25 0,20 0,24 0,43 0,15 
siure 10-® Mol 




















Tab. 5. Ferment und Versuchsbedingungen wie Tab. 1. Mittelwerte von je 3 Ver- 

inion. In allen GefaBen befanden sich 1,0 ml Fermentlésung, 4-10—® Mol. Nitro- 

salicylsiure, 10-7 Mol DPN, 3-10-5 Mol pt-Glutaminsaure, 3-10-5 Mol pt-Apfel- 
siure, 3-10—5 Mol pt-Milchsaure. 











— gebildete 4-Amino- 
Versuch Zusatz salicylsiure 10—® Mol 
1 PR ae Rs BY NECN. BO. ro cal witless, keh, 0,72 
2 I ASDSPADATAD <: .) 6 2c be 6 0, 6 0 0,90 
3 CuCl,-Endkonzentration 4 10-4-m. . .. . 0,71 
4 MnCl,-Endkonzentration 4:10-°-m. . . . . 0,69 
5 MoO,-Endkonzentration 4 10~4-m. . . . . 0,73 
6 FeCl,-Endkonzentration 4 10-4-m. . .. . 0,71 
‘| C stein Ree I's 6 sx. 4 os s- 0,69 
8 Glutathion 0,3 10-@ Mol. ........ 0,68 
9 Lactoflavin 0,1 10-* Mol. ........ 0,71 
10 Lactoflavinphosphorsaure 0,3 10-® Mol . . 0,74 
11 SafraninT 0,5 10-* Mol. ..... Bae 0,69 
12 Brillant-Kresylblau 0,5 10-* Mol . ... . 0,72 





Cyanidkonzentration von 1-10-*-m. hemmte dieses gereinigte Flavo- 
protein nicht (Abb. 5). Verschiedene als Substrat gepriifte Mononitro- 
verbindungen wurden unterschiedlich rasch reduziert (Abb. 6). 
Zwischenprodukte der Nitroderivatreduktion konnten in den Fer- 
mentsatzen nicht gefunden werden. Es wire wohl zu erwarten gewesen, 
daf eine Zwischenstufe der Reduktion von Nba infolge ihrer Eigenschaft 
als «-Aminosaure relativ leicht hatte papierchromatographisch erfaBt 
werden kénnen. In den Fermentansatz eingebrachte Zwischenprodukte 
auf der Stufe des Arylhydroxylamins konnten miihelos isoliert werden. 
Als Substrat wurden sie jedoch rascher reduziert als die entsprechenden 
Nitroderivate. Sowohl im Homogenatversuch als auch im polarographisch 
kontrollierten Versuch mit den gereinigten Flavoproteinen entsprachen 
sich die Menge der verbrauchten Nitro- und der entstehenden Aminover- 
bindung (Tab. 6 und 7). Die Verteilung der Aktivitat als Nitroreduktase 
auf den Leberzellsaft, die Mitochondrien und die Mikrosomenfraktion 
zeigt Tab. 8. 
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Abb. 3. Nitrogruppen-Reduktasen-Wirkung des gegen Puffer me, Flavo- 
proteins mit und ohne Zugabe von niedrigmolekularen Redox-Ubertragern. 


Mittelwerte aus je 4 Versuchen. Der Versuchsansatz (Gesamtvolumen 4 ml) enthilt; 
3 ml 0,05-m. Trispuffer, py 7,4, welcher gleichzeitig 0,2-m. an KCl und 0,04-proz. 
an Gelatine ist; 1,0.10-® Mol Nba; 5 10-? Mol DPN; 10-4 Mol Athanol; 0,5 mg 
Alkohol-Dehydrogenase ; 0,5 mg Dimedon ; auBerdem die bei der Kurvenerlauterung 
jeweils angegebenen Zusitze. Die Versuche werden durch Zugabe von 3 mg Flavo- 
protein (Fraktion R, nach Mahler), welches gegen Trispuffer dialysiert worden 
war, gestartet. Dessen spezif. Aktivitét als Cytochromc-Reduktase betrug 28 E. 
Kurve a: ohne weiteren Zusatz, b: mit 10-7? Mol FeCl,, c: mit 10-7 Mol Safranin T, 
d: mit 10—? Mol Cystein, e: mit 10-7 Mol Lactoflavin. 


Tab. 6. Vergleich des Verbrauches an Nitro-Derivaten mit der Entstehung der 
Aminogruppen. 
Versuche in Thunberg-GefaBen unter N,-Atmosphare, Trispuffer, py 7,4. Gesamt- 
volumen 4 ml. Inkubation 1 Stde. bei 30°. Ansitze wie in Tab. 5. Nitrogruppen- 
Nachweis nach Porter!®, Alle Bestimmungen wurden doppelt durchgefiihrt und 
die Mittelwerte angegeben. (Durch Klammer verbunden sind die Versuche aus der 
gleichen Fermentaufarbeitung.) 








Vv h 4-Nitro-salicylsaure 4-Amino-salicylsiure 
— Abnahme um 10~® Mol gefunden 10—® Mol 

1 0,574 { 0,535 

2 0,535 0,562 

3 0,710 0,777 

4 0,760 0,752 

5 0,645 0,615 

6 0,634 0,558 
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Abb. 4. Abb. 5. 


Abb. 4. Einflu8 der Dialyse des Flavoproteins gegen 8-Hydroxy-chinolin, mit und 
ohne Zusatz von Fe!1I-Ionen. 
Mittelwerte aus je 4 Versuchen. Ansitze und Versuchsanordnung wie bei Abb. 3. 
Das Flavoprotein (Fraktion R, nach Mahler) war zuerst 2 Stdn. gegen eine Lésung 
eines 0,02-m. Trispuffers, py 8,1, welcher gleichzeitig 0,01-m. an 8-Hydroxy- 
chinolin war, dann 1 Stde. gegen Puffer allein dialysiert worden. Zum Versuch 
kamen 4 mg des so vorbereiteten Flavoproteins. Kurve a: ohne Zusatz, b: mit Zu- 
satz von 10~7 Mol FeCl. 


Abb. 5. EinfluB von Cyanidionen auf die Nitroreduktion durch Flavoprotein. 

Mittelwerte von je 3 Versuchen. Versuchsanordnung und Ansitze wie bei Abb. 3. 

Verwendet wurden 5,6 mg Flavoprotein der Fraktion R, (nach Mahler), welche 

3 Stdn. gegen Trispuffer dialysiert worden waren. Kurve a: ohne weiteren Zusatz, 

b: mit 4-10—? Mol KCN, ec: mit: 4-10—® Mol KCN. Die zur Kontrolle beim Versuchs- 

ende durchgefiihrte Kynureninbestimmung (Azofarbstoffbildung) ergab gute Uber- 
einstimmung. 





Abb. 6. Fermentative Nitrogrup- 
penreduktion mit verschiedenen 
Nitroverbindungen als Elektronen- 
acceptoren durch das System 
Flavoprotein, Athanol, DPN, 
Alkohol- Dehydrogenase. 
Mittelwerte aus je 2 Versuchen. 
Die Abnahme der Nitro-Derivat- 
Menge im Fermentansatz wurde 
an Hand des Riickganges der 
Grenzstromstiarke zeitlich verfolgt. | i, 
Versuchsansatz wie in Abb. 2, je- ee ee 
doch mit jeweils 1,2-10—® Mol der Minn Fermentzugabe —>— 
angegebenen Nitrokérper als Sub- 
strate. Kurve a: o-Nitro-benzoesiure, b: o-Nitro-acetophenon, c: Nitrobenzol, 
e: Nba. 
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Tab. 7. Vergleich der mittels Azofarbstoffbildung erfaBbaren Menge an gebil- 
deter Aminoverbindung mit der nach der polarographischen Messung ver. teit 
schwundenen Menge an Nitro-Derivat. Mittelwerte aus je 7 Versuchen; An- 
sitze wie bei den Versuchen in Abb. 2; Versuchsdauer 30 Min. sen 
— § bar 
Flavoprotein Bildung von Kynurenin Abnahme an Nba thi 
(Fraktion nach Mahler) 10-8 Mol 10-8 Mol zu 
Extrakt (lyophilisiert) 63,0 (+ 4,1) 67,1 (+ 5,1) Xa 
R, 61,1 (+ 5,2) 66,6 (-+ 6,0) Xa 
R; 71,0 (+ 2,9) 78,7 (+: 7,0) tiv 
R, 102 (+ 4,0) 112 (+ 6,2) tit 
Tab. 8. Nitroreduktasenaktivitat der einzelnen Zellfraktionen. 
Versuch in Thunberg-GefaBen in N,-Atmosphare. Als Puffer diente aus Vergleichs- 
griinden fiir Mitochondrien-Versuche angegebene Lésung. Gesamtvolumen 4,0 ml. 
Inkubation 1 Stde. bei 30°. Mittelwerte aus je 3 Versuchen. Jeder Ansatz enthiclt: 
4-10-® Mol Nba, 3-10-5 p1i-Glutaminsaure. 
; gebildetes Kynurenin 
Versuch Ferment 10-* Mol 
1 Homogenat entspr. 0,75 g Leber .. . 0,62 
2 partikelfreies Homogenat entspr. 0,75g Le ber 0,31 
3 Mikrosomenfraktion entspr. 0,75 g Le aber. . 0,03 
a Mitochondrienfraktion entspr. 1,5 g Leber . 0,27 Ab 
Diskussion Me 
3n 
Die Untersuchungen zeigen, daf die Reduktionsaquivalente bei der Ge 


fermentativen Nitrogruppen-Reduktion den mit Pyridin-Nucleotiden gat 
oxydierbaren Substraten entstammen. Hinweise dafiir ergaben sich aus 
der Literatur (z. B. 1. c.24). DaB es gelingt, von niedrigmolekularen Be- 


standteilen befreite Zellproteine durch Zugabe von definierten Substan- ge; 
zen, darunter als wichtigen Faktor DPN, annihernd die gleiche Fahig- be: 
keit zur Nitrogruppen-Reduktion zu verleihen, wie sie dem urspriing- Re 
lichen Zellhomogenat zukam, zeigt die Bedeutung des DPN in quantita- un 
tiver Hinsicht. Als weitere Wasserstoffdonatoren kommen noch Hypo- 

xanthin und Xanthin in Betracht, Substrate auf welche die Xanthin- dic 
oxydase spezifisch eingestellt ist. Die Nitrogruppen reduzierende Fahig- ka 
keit der Xanthinoxydase ist schon wiederholt beschrieben worden. Da D: 
jedoch dieses Ferment auch mit DPNH als Substrat arbeiten kann und ni 
da auBerdem selbst fiir die reinsten und aktivsten Praparate die Méglich- Ni 
keit besteht, daB sie aus einem Gemisch von Flavoproteinen zusammen- eit 
gesetzt sind!®, ist schwer zu beurteilen, ob es jeweils wirklich die Xanthin- Ox 
oxydase als solche war, welche quantitativ fiir die Nitroreduktion in die- Ni 
sen Versuchen verantwortlich zu machen war. Besonders in den Ver- si 
suchen, bei denen als Substrat fiir die Xanthinoxydase DPNH verwendet gr 


Ww wurde®, erhebt sich diese Frage. oe 
16 PG, Avis, F. Bergel u. R. C. Bray, J. chem. Soc. [London] 1956, 1219. 
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Die Versuche zeigen, daB bei der Fraktionierung der léslichen Pro- 
teine des Rattenleberhomogenates Xanthinoxydase und Nitroredukta- 
senaktivitat nicht parallel gehen, daB mit Pyridin-Nucleotiden dehydrier- 
bare Substrate eine bessere Wasserstoffdonatorwirkung haben als Xan- 
a thin und daB eine Nitroreduktasenaktivitét auch in den Mitochondrien 
zu finden ist, obgleich dieselben nach Villela und Mitarbeitern’’ keine 
"ff Xanthinoxydase enthalten. Zudem diirfte die Konzentration der fiir die 
Xanthinoxydase-spezifischen dehydrierbaren Substrate in der Zelle rela- 
tiv klein sein. Die auf den Proteingehalt bezogene Nitroreduktasenaktivi- 
tit eines Xanthinoxydase-Praparates aus Milch, welche 1/, der nach 
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Abb. 7. Fermentative Reduktion einer Nitroverbindung im System Xanthinoxy- 
dase und Xanthin. 

MeBmethode wie bei Abb. 2. Der Ansatz mit dem Gesamtvolumen 4 mi, enthalt: 

3 ml 0,05-m. Trispuffer, pp 7,4, welcher gleichzeitig 0,2-m. an KCl und 0,04-proz. an 

| der Gelatine ist; 1,0-10-* Mol Nba; Xanthin 3,0 10—® Mol. Versuchsbeginn durch Zu- 

iden gabe von 3,0mg Xanthinoxydase aus Milch mit einer Aktivitat von 582 ul O,/mg/Stde. 

a) Kurve mit Xanthinoxydase, b) Kontrolle mit hitzeinaktiviertem Ferment. 


aus 

Be- 

an- gegenwartigen Kenntnis héchst erreichbaren spezifischen Aktivitat 
lig- besitzt!*, ist kleiner als die entsprechende Aktivitaét einer Cytochromc- 


ng- Reduktase mit !/, der héchst erreichbaren Wirksamkeit (vgl. Abb. 7 
ita- und 3). 


po- Auf Grund der oben geschilderten Ergebnisse ist anzunehmen, dab 
in- die DPNH-Cytochrom c-Reduktase aromatische Nitrogruppen reduzieren 
Lig- kann oder zumindest sehr eng mit einer Nitroreduktase verkniipft ist. 
Da Da aromatische Nitroverbindungen als natiirliche Substrate praktisch 
nd nicht in Betracht kommen, so erhebt sich die Frage, ob die Fahigkeit, 
ch- Nitrogruppen zu reduzieren, einer gréBeren Zahl von Flavoproteinen 
n- eigen ist oder ob es tiber die nitroreduzierende Eigenschaft der Xanthin- 


in- oxydase und der DPNH-Cytochromc-Reduktase hinaus eine spezifische 
ie- Nitrogruppenreduktase gibt. Fiir die letztere Annahme fehlen derzeit 
or- sichere Beweise, da kein Ferment isoliert wurde, das ausschlieBlich Nitro- 
let gruppen zu reduzieren vermag und kein Anhalt dafiir besteht, daB eine 





- 17 G. G. Villela, E. Mitidieriu. O. R. Affonso, Nature [London] 175, 1087 
9. (1955). 
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Nitroreduktase den bisherigen als aktiv angesehenen Fermenten beige. 
mengt ist. Die Bedeutung der Flavoproteinstruktur bei der Nitroreduk. 
tasenwirkung kann man dadurch zeigen, das das Spektrum des reduzier- 
ten Flavoproteins durch anaerobe Zugabe einer Nitroverbindung in dag 
der oxydierten Form iibergeht. Abb. 8 zeigt einen solchen Versuch, 
allerdings nur am Beispiel der Milch-Xanthinoxydase, da es bei der 
DPNH-Cytochromc-Reduktase nicht gelingt, die stérenden haiminhalti- 
gen Verunreinigungen zu entfernen. 





| 200 —) 


| Va N Abb. 8. Flavinspektrum der Xanthin- 


VA \ oxydase oxydiert, reduziert mit Xanthin, 
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Schreibt man unter den Flavoproteinen der Zelle, denjenigen die 
Rolle der Nitroreduktion zu, welche im wesentlichen das DPNH oxydie- 
rende System darstellen, so sté8t man auf die noch offene Frage der Zahl 
und Art der Flavoproteine in der Atmungskette. Es scheinen Unter- 
schiede zwischen den Eigenschaften der léslichen und der strukturgebun- 
denen Fermente zu bestehen. Der Vorgang der Oxydo-Reduktion ver- 
lauft bei freier Beweglichkeit der Molekiile in Lésung anscheinend nicht 
so wie bei fester réumlicher Zuordnung. Es kénnte sich also auch bei der 
Nitroreduktion die Cytochromc-Reduktase in der Struktur anders ver- 
halten als in Lésung. Diese mégliche Fehlerquelle muB8 bei den vorliegen- 
den Untersuchungen in Betracht gezogen werden, doch ist es vorlaufig 
nicht méglich, sie auszuschalten. 
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Eine im Bezug auf die Dissoziation feste und im Bezug auf die raum- 
liche Molekiilstruktur enge Enzym-Substrat-Komplexbildung ist bei der 
Nitroreduktase wegen des unphysiologischen Substrates, der geringen 
Spezifitat gegeniiber verschiedenen Nitroderivaten und der fehlenden 
optischen Spezifitat bei der Reduktion des f-[o-Nitro-benzoyl ]-DL-ala- 
nins unwahrscheinlich. Man k6nnte sogar im Zweifel sein, ob nicht ein 
yon Flavoproteinen reduzierter niedrigmolekularer Redoxiibertrager erst 
seinerseits die Nitroverbindung reduziert. Im Gegensatz zu dem System 
von Yamashina’ wurden jedoch bei den vorliegenden Untersuchungen 
solche niedrigmolekularen Stoffe nicht bendtigt und sie wirkten, soweit 
geprift, auch nicht aktivierend. Die einzige festgestellte Ausnahme be- 
trifft Flavin-Adenin-Dinucleotid, von dem nicht ausgeschlossen werden 
kann, ob es vom Flavoprotein reduziert wird und dann in freier Form 
seinerseits auf die Nitrogruppen einwirkt. 

Zur Klarung des fermentativen Mechanismus ware es winschens- 
wert, Zwischenprodukte der Nitrogruppen-Reduktion zu erfassen. Wah- 
rend man bei den Dinitroverbindungen Reduktionsprodukte auf der 
Stufe eines Arylhydroxylamins gefaBt hat!*, ist dies bei der Reduktion 
von Mononitroverbindungen durch tierische Fermente noch nicht zuver- 
lissig gegliickt. Saz und Martinez!® haben, mit einer bakteriellen Re- 
duktase arbeitend, einen positiven Feiglschen Fleckentest?® erhalten, 
der auf ein Nitrosoderivat hinweisen soll. Ein endgiiltiger Beweis dafiir, 
daB eine solche Nitrosostufe bei der Reduktion durcheilt wird, kann aber 
daraus wohl noch nicht abgeleitet werden. Dieselbe Farbreaktion auf 
eine Nitrosoverbindung (mit Natrium-pentacyano-ammin-ferrat|[IT]) 
blieb bei meinen Fermentversuchen stets negativ. Zudem wurden einge- 
brachte Zwischenprodukte auf der Stufe des Arylhydroxylamins rascher 
reduziert als die urspriingliche Nitroverbindung. Eine Anhaufung dieser 
Zwischenstufe ist also kaum méglich. Im selben Sinne spricht die Tat- 
sache, daB aiquimolekulare Mengen an Aminoverbindung entstehen, wie 
Nitrogruppen aus dem Fermentansatz verbraucht werden. Die Beobach- 
tung, daB in Gegenwart von Nitroderivaten im Vergleich zu den Kon- 
trollen mehr reduziertes Diphosphopyridinucleotid zusatzlich verbraucht 
wird, als rechnerisch der Menge der entstehenden Aminoverbindungen 
entspricht, ist zundchst nicht zu erklaren. 

Auf jeden Fall ist interessant, daB auch in den Arbeiten von Bender 
und Paul’, Brodie und Gots‘ und von Saz und Martinez!® mehr 
Reduktionsaiquivalente verbraucht werden, als dem gebildeten Amin ent- 
spricht. Man kénnte sogar an einen Zusammenhang mit der entkoppeln- 
den Wirkung der Nitrophenole auf die oxydative Phosphorylierung den- 
ken. Die aus dem Versuchsteil sich ergebenden Eigenschaften des Nitro- 
gruppen reduzierenden Enzyms passen gut zu unseren Vorstellungen 


18 W. L. Lipschitz, diese Z. 109, 189 [1920]. 

19 A. K. Saz u. L. M. Martinez, J. biol. Chemistry 228, 285 [1956]. 

20 F. Feigl, zit. nach F. v. Hulle in Meth. d. org. Chemie (Houben-Wey]), 
4. Aufl. Bd. 2, 8. 616, G. Thieme-Verlag, Stuttgart 1953. 
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iiber eine Metalloflavoproteinnatur, so die Inaktivierung durch Dial yse 
gegen 8-Hydroxy-chinolin, die Reaktivierung danach durch Zugabe von 
Fe* und die trotzdem fehlende Hemmung bis zu einer Cyanidkonzentra- 
tion von 10-*-molar. Die dargelegten Anschauungen von der Flavopro. 
teinabhingigkeit der Nitrogruppenreduktion finden ihre Analogie bei 
anderen erforschten enzymatischen Reduktionsvorgingen wie der Nitrat- 
reduktion”!, der Hydroxylaminreduktion®’, der Reduktion von Azover- 
bindungen** und von anorganischem Eisen**, bei denen ebenfalls geibe 
Fermente mitwirken. Die Arbeit von Honda, welche erst nach der 
Veroffentlichung unserer wichtigsten Ergebnisse® erschien, kommt zu 
einer ahnlichen Auffassung von der Nitroreduktion im Saugetiergewebe, 
ohne allerdings gr6Bere Versuche zur Fermentreinigung zu unternehmen. 


Beschreibung der Versuche 


B-[o-Nitro-benzoyl]]-alanin wurde nach der Methode von A. Butenandt 
und Mitarbb.?° hergestellt, 4-Hydroxylamino-salicylsiure nach dem Patent 
der Firma Ciba?’ durch Reduktion von 4-Nitro-salicylsaure. 

Vermutliches 6-[Anthranil-(3)]-alanin: Da die Reduktion von o-Nitro- 
acetophenon zum Methylanthranil fiihrt?*, war zu vermuten, da man unter den 
entsprechenden Reduktionsbedingungen vom Nba zum /-[Anthranil-(3)]-alanin 
kommt: 30 mg Nba wurden in 12 m/ Wasser gelést und mit 20 mg Ammonium. 
chlorid und 250 mg Zinkstaub versetzt. Die Reaktionslésung wurde in der mit 
Stickstoff gefiillten Hydrierbirne 3,5 Stdn. bei Zimmertemperatur geschiittelt. Dann 
wurde auf 45 ml aunfgefiillt, Schwefelwasserstoff durchgeleitet und der gebildete 
Niederschlag zuerst scharf abzentrifugiert, dann nach langerem Stehenlassen fil- 
triert. Das Filtrat wurde eingeengt, das ausfallende Pulver dann in heiBem Isopro- 
pylalkohol gelést und filtriert. In der Kalte fiel ein Pulver aus, das noch 2mal aus 
Isopropylalkohol umkristallisiert wurde und 8,5 mg einer pulvrigen Substanz ergab, 
welche sich an der Luft rasch verfarbte. Nach der papierchromatographischen Te- 
stung enthielt es noch eine kleine Menge Nba. In alkohol. Lésung gab es ein charak- 
teristisches UV-Spektrum mit Maxima bei 259 my, 264 mu, 270 my, 276 mp, 282 mu 
und vor allem bei 315 my. Das von Ramart-Lucas?® beschriebene Spektrum des 
Anthranils mit Maxima bei 258, 261, 268, 273, 280 und 310 my entsprach dem Spek- 
trum des vermuteten £-[Anthranil-(3) ]-alanins weitgehend. Noch mehr Ahnlichkeit 
bestand zwischen dem Spektrum von Methylanthranil und f-[Anthranil-(3) ]-alanin. 
Die Substanz war nicht haltbar, doch besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, daB es 
sich um das vermutete Produkt handelte. Eine Elementaranalyse konnte wegen der 


21D. I. D. Nicholas u. A. Nason, J. biol. Chemistry 211, 183 [1954]; Arch. 
Biochem. Biophysics 51, 310 [1954]; H. J. Evans u. N.S. Hall, Science [Washing- 
ton] 122, 922 [1955]. 

22M. Zucker u. A. Nason, J. biol. Chemistry 213, 463 [1955]. 

23 W. C. Ross u. G. P. Warwick, Nature [London] 176, 298 [1955]. 

24M. M. Weber, H. M. Lenhoffu. N. O. Kaplan, J. biol. Chemistry 220, 93 
[1956]. 

25 K, Honda, Sh. Otsukau. Y. Shimoda, J. Biochemistry [Tokyo] 48, 387 
[1956]. 

26 A. Butenandt, W. Weidel, R. Weichert u. W. v. Derjugin, diese Z. 
279, 27 [1943]; O. Wiss u. H. Fuchs, Helv. chim. Acta 85, 407 [1952]; G. Schulz, 
Dissertation, Tiibingen 1951. 

27 Schweiz. Patent Ciba (Basel) Nr. 275800 v. 1. Sept. 1951 ref. nach C. A. 
47, 1740 [1953]. 
28 E. Bamberger u. Fr. Elger, Ber. dtsch. chem. Ges. 36, 1616 [1903]. 
29 P. Ramart-Lucas, Bull. Soc. chim. France 1950, 317. 
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geringen Stabilitat nicht vorgenommen werden. Fehlingsche Lésung wurde von dem 
s-[Anthranil-(3) ]-alanin reduziert. Papierchromatographisch in Schwefelwasserstoff- 
atmosphare und im System Athylmethylketon/Pyridin/Wasser lag der Ry-Wert 
zwischen den Werten von Nba und von Kynurenin und ergab ebenso wie letzteres, 
jedoch im Gegensatz zu ersterem eine Doppelkontur, welche in Analogie zu der des 
Kynurenins auf die Trennung der beiden optischen Antipoden zuriickgefiihrt wurde. 
Mit Ninhydrin ergab sich eine orange-rote Farbung. 

DPN und DPNH lieferte C. F. Boehringer, Mannheim. 

ate c wurde von der Firma Sigma-Chemical, St. Louis (USA), 

eliefert. 

. Ein FAD-Rohpraparat wurde nach der Methode von Warburg und Chri- 
stian®° aus Backerhefe hergestellt; auf die Bariumsalzfallung wurde verzichtet. 

Die Alkohol-Dehydrogenase stammte von C. F. Boehringer, Mann- 
heim. 

Die Xanthinoxydase wurde in Anlehnung an Ba]1*! aus Rahm gewonnen. 
Die Anreicherung der Xanthinoxydase aus Rattenleber erfolgte nach Richert, 
Vanderlinde und Westerfeld*. Die Priifung der Xanthinoxydaseaktivitat 
erfolgte nach Westerfeld und Richert*, es wurde dabei jedoch ein Pyrophos- 
phat-Puffer, px 8,3, entsprechend dem Vorschlag von Dhungat undSreenivasan™ 
beniitzt. 

DPNH-Cytochrom c-Reduktase wurde nach Mahler™ aus Schweine- 
herz gewonnen. Auch die Aktivitatspriifung dieses Ferments als Cytochromc-Re- 
duktase bzw. Diaphorase erfolgte nach diesen Autoren. Mit Xanthin als Substrat 
erfolgte keine Cytochromec-Reduktasen- und keine Diaphorasenwirkung. 

Leberhomogenat: Leber wurde mit dem dreifachen ihres Gewichtes 6,25-m. 
Rohrzuckerlésung im Potter-Elvehjem-Homogenisator zerkleinert. 

Partikelfreier Uberstand des Leberhomogenats: Das Leberhomoge- 
nat wurde 10 Min. mit 1500-g, dann der Uberstand 10 Min. mit 5000-g, dann 
davon der Uberstand wiederum 40 Min. mit 70000-g in der Spinco Ultrazentri- 
fuge, Modell L, zentrifugiert. 

Mitochondrien wurden nach Hogeboom*® gewonnen. Ihre Atmungs- 
aktivitét wurde im Warburg-Apparat in Gegenwart eines Tris-Puffers, von Athylen- 
diamintetraessigsiure, Magnesiumchlorid, Glutaminsiure und Hexokinase sowie 
Glucose gepriift. Eine Mitochondrienlésung aus’500 mg feuchtem Lebergewicht ver- 
brauchte dabei 8 ;1/ O, bei 30° pro Stde. 

Die Kynureninbestimmung aus dem Fermentansatz erfolgte in Anleh- 
nung an die Methode von Bratton und Marshall** baw. Knox*? durch Diazotie- 
rung, die Bestimmung der 4-Amino-salicylsiure nach Ragaz**. In Homogenat- 
versuchen wurden bei beiden Aminbestimmungen die trichloressigsauren Lésungen 
im kochenden Wasserbad erhitzt, um evtl. gebundene Acetylgruppen abzuspalten. 
Die 4-Nitro-salicylsiure wurde nach Porter!® bestimmt. 4-Amino-salicylsaure 
wurde aus dem Fermentansatz durch Ausschiittelung mit Athylessigester und 
Diisopropylather rein gewonnen. Aus den organischen Phasen wurde die 4-Amino- 
salicylsiure in Sodalésung aufgenommen, von dort nach Ansiauern auf pq 4,5 mit 


30 QO. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 160 [1938]. 

31 FE. G. Ball, J. biol. Chemistry 128, 51 [1939]. 

32 PD. A. Richert, R. Vanderlinde u. W. W. Westerfeld, J. biol. Chemi- 
stry 186, 267 [1950]. 

33 W. W. Westerfeld u. D. A. Richert, J. biol. Chemistry 191, 35 [1951]. 

34 §. B. Dhungat u. A. Sreenivasan, J. biol. Chemistry 208, 845 [1954]. 

35 G, H. Hogeboom in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in En- 
zymology, Bd. I, Academic Press, New York 1955. 

36 A.C. Bratton u. E. K. Marshall, J. biol. Chemistry 128, 537 [1939]. 

37 W. E. Knox, Biochem. J. 58, 379 [1953]. 

38 L. Ragaz, Schweiz. med. Wschr. 78, 1213 [1948]. 
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Ather ausgeschiittelt und aus der getrockneten Atherphase durch Einleiten von 
Chlorwasserstoff gefallt. Die gewonnenen Kristalle schmelzen bei 224° (Zers.); UV- 
und IR-Spektrum waren identisch mit dem von authent. 4-Amino-salicylsaure. 

Die spektrophotometrischen Messungen erfolgten mit dem Beckman. 
UV-Photometer Modell DU. 

Die polarographischen Untersuchungen* wurden mit einer selbst. 
gebauten Apparatur vorgenommen. Verwendung fand ein Multiflex-Galvanometer 
und ein Ruhstrat-Prazisions-Potentiometer sowie eine gasdichte thermostabil zu 
haltende Polarographierzelle der Firma Metrohm (Herisau, Schweiz) mit Queck- 
silbertropfelektrode und Kalomelbezugselektrode. Jeweils zu Anfang des Ferment- 
versuches und nach Beendigung desselben wurde ein vollstandiges Polarogramm 
aufgezeichnet. Das Halbstufenpotential von Nba ergab sich dabei bei — 470 mV. 
Die Konzentration der Nitroverbindung wurde durch Beobachtung der Diffusions- 
stromstirke bei — 680 mV verfolgt. Die Grenzstromstiarke eines gleichartigen Ver. 
suchsansatzes, der kein Nitroderivat enthielt, wurde abgezogen. Wegen der mit dem 
EiweiBgehalt der Lésung wechselnden Empfindlichkeit der Quecksilbertropfelck- 
trode wurde als Ausgangswert fiir die Nitrokérperkonzentration die Hohe der Nitro- 
stufe im ersten Augenblick nach der Zugabe des Fermentes zugrunde gelegt. Die 
Apparatur wurde vor Versuchsbeginn 20 Min. mit nach Jerchel und Méhle*® 
sauerstofffrei gemachtem N, durchstrémt. In dieser Zeit wurde das Ferment wegen 
seiner groBen Empfindlichkeit meist in trockenem Zustand mittels eines Magnet- 
gefaBes an der Seitenwand der Polarographierzelle festgehalten. Als Leitsalz fand 
KCl, als Maximadampfer Gelatine Verwendung. 

Die alkalische Spaltung von £-[o-Nitro-benzoyl]-alanin: 100 mg 
Nba wurden in 55 ml m/50-NaHCO,/Na,CO,-Puffer, pH 8,8, 1% Stde. geschiittelt 
und nach Lésung 4 Stdn. bei 38° aufbewahrt. Dann wurde mit Ather extrahiert, 
die Atherphasen mehrmals mit Wasser gewaschen und das Waschwasser mit der 
urspriinglichen waBr. Phase vereinigt. Dieselbe wurde mit 1-n. HCl tropfenweise 
bis px 2,6 angesiuert und erneut 3mal mit Ather extrahiert. Die Atherextrakte 
wurden getrocknet und eingeengt. Der verbleibende weiBe, leicht griinliche Riick- 
stand léste sich sehr gut in Kisessig, Alkohol, Ather und Chloroform, weniger gut in 
Benzol und ganz schlecht in Petrolither. Durch Umkristallisation aus Benzol/Pe- 
trolather wurden 36 mg lange, diinne scharfkantige Nadeln vom Schmp. 171° 
(Kofler) gewonnen. 


C,H,NO, Ber. © 54,304 H 3,19 N 6,334 
Gef. 54,68 H3,26 N6,16 


Das IR-Spektrum, das ich der Freundlichkeit von Dr. U. Schiedt verdanke, glich 
sehr weitgehend dem der Benzoylacrylsiure. Das UV-Spektrum zeigte einen all- 
mahlichen Abfall der Extinktion zum langerwelligen Gebiet hin mit einer kleinen 
Schulter bei 230 mu (e = 18900). Die Substanz verfarbte sich beim Aufbewahren 
langsam gelblich. Aufgetragen auf Filtrierpapier, zeigte sie nach der Bestrahlung 
mit UV-Licht eine blauliche Fluoreszenz, ergab jedoch keine Ninhydrinreaktion. 
Nach der Analyse und den gefundenen Eigenschaften, insbesondere dem IR-Spek- 
trum, muBte es sich um o-Nitro-benzoylacrylsaure handeln, fiir die Sakan*° 
den Schmp. 170—173° angegeben hatte. 

Priifung auf Sauerstoff- und Cyanidempfindlichkeit: Die Ansitze 
wurden in Thunberg-GefaBen bei 37° durchgefiihrt. Beniitzt wurde ein Phosphat- 
puffer, py 7,4, inkubiert wurde 1 Stde. lang. Als Ferment wurden 0,6 ml Ratten- 
leberhomogenat, als Substrat 3-10-® Mol /-[o-Nitro-benzoyl]-alanin verwendet. 
Wurde die Lésung langsam mit O, durchperlt, so bildeten sich 0,20-10-® Mol 
Kynurenin, bei N,-Atmosphare 0,61-10-® Mol Kynurenin. Eine Konzentration von 


* Herrn Prof. Huisgen und seinen Mitarbeitern danke ich fiir die Einfihrung 
in die polarographische Methode. 

39 D. Jerchel u. W. Méhle, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 591 [1944]. 

40 T. Sakan, J. chem. Soc. Japan 68, 1545 [1942]; zit. nach C. A. 41, 3072 
[1947]. 
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3,8-10-4-m. Cyanidionen senkte, ebenfalls bei N,-Atmosphare, die Kynureninbildung 
auf 0,49-10-® Mol, eine Cyanidkonzentration von 3,8-10-3-m. auf 0,05-10~® Mol 
(jeweils Mittelwerte aus 3 Versuchen). 

Versuche mit Arylhydroxylamino-Verbindungen an Stelle der 
Nitroderivate als Substrat: Die Ansatze entsprachen den Bedingungen wie 
in der Legende zu Tab. 5 angegeben. Bei diesen Versuchen wurde mit 4-10-® Mol 
Nitrosalicylsaure als Substrat 0,51-10-® Mol Aminosalicylsiure, mit 4-10~—* Mol 
Hydroxylaminosalicylsiure 1,43-10-* Mol Aminosalicylsiure gebildet (Mittel aus 
2 Versuchen). Im anaeroben Versuch mit der DPNH-Cytochromc-Reduktase nach 
Mahler (6 mg der Reinigungsstufe R,) 30 Min. bei 26°, Trispuffer, py 7,4, wurde 
bei Zugabe von 1,24-10-® Mol Nba, 0,27 bzw. 0,29-10~® Mol, mit derselben Menge 
Anthranil-alanin als Substrat 1,08 bzw. 1,24-10-® Mol Kynurenin gebildet. 

Vergleich der Xanthin oxydierenden und der Nitrogruppen redu- 
zierenden Aktivitat von Leberhomogenat und an Xanthinoxydase angereicher- 
ter Proteinfraktion aus Leber. 

Die Versuche zur Nitroreduktion wurden in Thunberg-GefaBen unter Stick- 
stoff bei 37°, Substrat 2,0-10-6 Mol Nba und 1-10-5 Mol Xanthin, in Pyrophosphat- 
puffer, po 8,3, durchgefiihrt. Eine Fermentmenge aus Rattenleberhomogenat, 
welche nach Xanthin-Zugabe einen Mehrverbrauch an O, im manometrischen Test 
von 1,1 yl/Min. hatte, bildete in 30 Min. 0,58-10—® Mol Kynurenin. Nach Anreiche- 
rung der Xanthinoxydase aus Leberhomogenat wurde eine Fermentmenge in den 
manometrischen Test eingebracht, deren O,-Mehrverbrauch pro Min. nach Xanthin- 
zugabe 3,4 ul/Min. betrug. Die Xanthinoxydaseaktivitaét insgesamt war also in die- 
sem Ansatz gesteigert, die gleiche Menge dieses gereinigten Fermentes bildete im 
Nitroreduktasen-Versuch 0,09-10-® Mol Kynurenin (Mittel aus je 3 Versuchen). 


Anm. b. d. Korr.: W. Westerfeld, D. A. Richert u. E. 8. Higgins (J. 
biol. Chemistry 227, 379 [1957]) haben ein nahe vergleichbares Thema mit einem 
in vielen Punkten ahnlichen Ergebnis behandelt. 


Herr Professor Butenandt hat diese Arbeit durch stete Férderung, Anregung 
und Beratung erméglicht; ihm gilt mein Dank. Vielen seiner Mitarbeiter, vor allem 
Herrn Professor O. Wiss, bin ich fiir anregende Diskussionen dankbar. Fraulein 
Eva Arvidsson und Frau Gerber waren mir sorgfaltige und treue Helferinnen. 


Zusammenfassung 


Die Reduktion aromatisch gebundener Nitrogruppen durch Fer- 
mente der Rattenleber, der Schweineleber und des Schweineherzens 
wurde untersucht. Als Wasserstoffdonatoren kénnen DPNH direkt, 
durch DPN-Fermente oxydierbare Substrate indirekt dienen. Die Uber- 
tragung der Reduktionsiquivalente auf die Nitrogruppe erfolgt durch 
Xanthinoxydase und durch eine DPNH-Cytochromc-Reduktase, még- 
licherweise auch noch durch weitere Flavinfermente. Wahrscheinlich 
kommt der Cytochrom c-Reduktase dabei eine gréBere Bedeutung zu als 
der Xanthinoxydase. Eine weitgehend nach der Methode von Mahler 
und Mitarbeitern gereinigte DPNH-Cytochrom c-Reduktase ist imstande, 
Nitrogruppen zu reduzieren. Die hierfiir notwendigen Bedingungen wer- 
den untersucht und wahrscheinlich gemacht, daB das darin gebundene 
Eisen fiir diese Funktion notwendig ist. Niedrigmolekulare Redoxiber- 
triger sind nicht erforderlich. Zwischenprodukte der Reduktion konnten 
bei den Untersuchungen mit zwei verschiedenen Mono-nitro-arylverbin- 
dungen nicht gefaft werden. 
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Summary 


The reduction of aryl nitro groups by means of enzymes of rat liver, 
pig liver, and pig heart were investigated. DPNH may serve as hydrogen 
donator directly, substrates oxidizable by DPN enzymes indirectly. Xan. 
thine oxidase and DPNH-cytochromec-reductase transfer the reduction 
equivalent to the nitro group. Possibly, there are still further flavin 
enzymes. Cytochromec-reductase is probably more important than xan- 
thine oxydase. Cytochromec-reductase purified extensively by Mahler's 
method is capable of reducing nitro groups. For that reaction, the necess- 
ary conditions were investigated. Moreover it was made probable that 
iron bound to the enzyme is necessary for this function. Low-molecular 
redox carriers are not required. Intermediate products could not be iso- 
lated during the investigation of two different mono-nitroaryl compounds. 
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Uber die thermische Inaktivierung der Adenylat-Kinase 
des quergestreiften Kaninchenmuskels 
von 
N. Bargoni 
Aus dem Institut fiir Biochemie der Universitit Sassari (Italien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Dezember 1957) 


Nach Aalteren Untersuchungen von Colowick und Kalckar'! ist 
die aus dem Kaninchenmuskel gewonnene Adenylat-Kinase (Myo- 
kinase), ein auBerordentlich temperaturbestindiges Enzym; denn es 
behalt noch nach 30 Min. langem Aufbewahren bei 100° seine Wirksam- 
keit in 0,l-m. HCl. Bowen und Kerwin? haben dagegen unlangst 
mitgeteilt, daB gereinigtere Priparate zu 80° inaktiviert werden, wenn 
sie bei py 7 21% Min. bei 100° verweilen. Callaghan® hat desgleichen 
eine totale Inaktivierung beobachtet, wenn das gereinigte Praparat 
10 Min. lang einer Temperatur von 190° in 0,1-m. HCl ausgesetzt wird. 
Die Adenylat-Kinase scheint sich demnach in ihrer Hitzeempfindlich- 
keit nicht von anderen Enzymen zu unterscheiden. Es ist daher recht 
unwahrscheinlich, daB dieses Enzym in denaturierter Form noch Aktivi- 
tit besitzt, wie es Anfinsen und Mitarbb.‘ fiir die durch Harnstoff 
denaturierte Ribonuclease annehmen. 

In vorliegender Arbeit wird tiber die thermische Inaktivierung der 
Adenylat-Kinase berichtet. 


Methodik 


Zur Bereitung der Adenylat-Kinase wurde Skelettmuskelgewebe frisch 
getéteter und entbluteter Kaninchen zerrieben, gewogen und zweimal 10 Min. 
lang mit dem gleichen Volumen kaltem dest. Wasser extrahiert. Die Fliissigkeiten 
wurden zentrifugiert, vereinigt, mit Ammoniumsulfat bis zu 60-proz. Sattigung 
versetzt, mit verd. Ammoniak auf pp 6 gebracht und zentrifugiert. Die iiber- 
stehende Flissigkeit wurde mit Ammoniumsulfat zu 80% gesittigt, mit verd. 
Ammoniak auf pq 8 gebracht und zentrifugiert. Das Pricipitat loste man in dest. 
Wasser und dialysierte 20 Stdn. gegen flieBendes Leitungswasser. Das so gewon- 
nene Praiparat behalt seine Wirksamkeit im Eisschrank mehrere Tage unverindert 





1 §. P. Colowick u. H. M. Kalckar, J. biol. Chemistry 148, 117 [1943]. 
2 W. J. Bowen u. T. O. Kerwin, Arch. Biochem. Biophysics 64, 278 [1956]. 
3 0. H. Callaghan, Biochem. J. 66, 7P [1957]. 
4C. B. Anfinsen, W. F. Harrington, Aa. Hvidt, K. Linderstrém- 
Lang, M. Ottesen u. J. Schellman, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
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17, 141 [1955]. 
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und wurde zum Test auf eine Konzentration von 22 wg Protein/ml verdiinnt 
(colorimetr. Proteinbestimmung nach Lowry und Mitarbb.°). 

Die Aktivitét der Adenylat-Kinase wurde durch indirekte Bestimmung des 
bei der Reaktion entstandenen Adenosintriphosphats verfolgt, namlich durch die 
in Gegenwart von Hexokinase bewirkte Bildung von Glucose-6-phosphat aus Glu. 
cose -++ ATP. Entsprechend dem Vorgehen von Boyland und Mitarbb.® wurde die 
Wirkung der Hexokinase durch Feststellung des Schwundes der Glucose nach 
Nelson’ bestimmt. 

Der Versuchsansatz war folgender: 0,15 mi der oben dargestellten Adenylat.- 
Kinase; 0,15 ml 0,013-m. Na-Adenosindiphosphat in 0,1-m. Phosphatpuffer 
(pu 7,38); 0,05 ml 0,05-m. KCl; 0,05 ml 0,06-m. MgCl,; 0,2 ml 0,01-m. Glucose; 
0,1 ml 0,1-m. Phosphatpuffer, py 7,38, die 0,2 mg Hexokinase enthielten. Nach 
10 Min. (Temp. 30°) wurde die Reaktion durch Hinzufiigen von 0,7 ml 0,3-m, 
Ba(OH), und 0,7 mi 5-proz. ZnSO,-Lésung abgebrochen. Nach Entfernung des 
Niederschlages durch Zentrifugation bestimmte man die Glucose in einem aliquoten 
Teil der tiberstehenden klaren Fliissigkeit. 

Zur thermischen Inaktivierung der Adenylat-Kinase im Wasserthermostaten 
wurde 1 ml des passend verdiinnten Priiparates verwendet. Die Aktivitaét wurde 
sofort nach Abkihlung der Enzymlésung bestimmt. 

Die SH-Gruppen wurden nach der Methode von Boyer® durch Bestimmung 
des reagierenden p-Chlormercuribenzoats ermittelt. 

Das Adenosindiphosphat und die Hexokinase wurden von der Sigma Chem. 
Co., St. Louis, das krist. Albumin von der Nutritional Biochem., Cleveland, 
geliefert. 

Die in den Tabellen wiedergegebenen Versuche stellen eine charakteristische 
Auswahl der Ergebnisse dar und sind mit geringen Abweichungen reproduzierbar. 


Ergebnisse 


Wenn unser Adenylat-Kinase-Praparat mit einem Proteingehalt von 
22 ug/ml (py 7) 10 Min. lang bei 50° gehalten wird, so wird es voll- 
standig, bei 40° zu 66° inaktiviert (Tab. 1). 


Tab. 1. Thermische Inaktivierung. 








gebildetes Adenosintriphosphat —_ 
Temperatur ug Inaktivierung 
0c 0/ 
I | II be 
20 277 263 _ 
40 90 90 66 
50 0 0 100 








Die Inaktivierung bei 40° erreicht nach 2 Min. 50°, und nach 
4 Min. ist sie schon so hoch wie in den Versuchen der Tab. 1 nach 
10 Min. (Tab. 2). 

Bei po 4 behalt das Enzym, 2 Min. lang auf 40° gehalten, seine 
Wirkung vollkommen; langere Zeit der Warme ausgesetzt, biiBt es seine 


5 O. H. Lowry, H. J. Rosebrough, A. L. Farr u. R. J. Randall, J. biol. 
Chemistry 1938, 265 T1951), 
6 E. Boyland, G. C. L. Goss u. H. G. Williams-Ashman, Biochem. J. 
49, 321 [1951]. 
7 N. Nelson, J. biol. Chemistry 158, : 4g [1944]. 
8 P. D. Boyer, J. Amer. chem. Soc. 76, 4331 [1954]. 
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Tab. 2. EinfluB der Inaktivierungszeit bei 40°. 








Zeit gebildetes ee Inaktivierung 
Min. I | II % 

0 343 285 ~ 

2 150 164 50 

4 125 113 62 








Aktivitét nur teilweise ein (nach 5 Min. zu etwa 48%). Bei py 9 ist es 
bei 40° schon nach 2 Min., wenn auch nur maBig (zu 23°), inaktiviert; 
nach 5 Min. ist die Inaktivierung noch von derselben GroBenordnung 


(Tab. 3). 


Tab. 3. Thermische Inaktivierung (40 ) bei verschiedenen px. 








Zeit gebildetes Adenosintriphosphat | 1.1 tivierung 
PH Lg 
Min. I II % 
4 0 361 377 _- 
2 375 368 0 
5 180 204 48 
7 0 389 373 — 
2 170 194 52 
5 136 138 64 
9 0 385 371 - 
2 285 297 23 
5 288 288 24 














Auch das nach Colowick und Kalckar bereitete Praparat (6 ug 


JiweiBstoffe/ml) verliert bei 50° und py 7 nach 10 Min. seine Wirkung 
vollkommen ( Tab. 4). 


Tab. 4. Thermische Inaktivierung der nach den Angaben von Colowick und 
Kalckar? priparierten Adenylat-Kinase. 











Temperatur gebildetes ee Inaktivierung 
°C I | II % 
20 360 372 — 
40 137 141 62 
50 0 0 100 








Bei 50° wird dasselbe Praparat ebenso schnell inaktiviert; nach 
4 Min. ist nur mehr 30% seiner Aktivitat tibriggeblieben (Tab. 5). 











N. Bargoni, 








Tab. 5. EinfluB der Inaktivierungszeit bei 50’ auf-die Aktivitat 
der nach Colowick und Kalckar? dargestellten Adenylat-Kinase. 





gebildetes Adenosintriphosphat 











Zeit ug Inaktivierung 
Min. I II 28 
0 381 385 _ 
2 270 294 27 
4 125 107 70 
6 49 43 88 
8 37 37 91 
10 0 0 100 





Wiahrend das Adenylat-Kinase-Praiparat, 5 Min. bei 50° gehalten, 
vollkommen inaktiviert wird, verliert es nur 50° seiner Wirksamkeit, 
wenn die Lésung 0,l-m. NaCl enthalt; in diesem Falle wird die voll- 
standige Inaktivierung nach 5 Min. erst bei 70° erreicht (Abb. 1). 

Nach Zusatz von 10-*-m. Mg?® und 10-°-m. Mg®® werden 75 bzw. 
87% des Praparats nach 2 Min. bei 70° inaktiviert (Abb. 2). 

Wenn man dem Adenylat-Kinase-Praparat 4-10-°-m. Adenosin-5- 
phosphat zufiigt und dieses 2 Min. bei 40° halt, so tritt keine Inakti- 
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Abb. 1. Wirkung von 0,1-m. NaCl auf die thermische Inaktivierung der Adenylat- 
Kinase bei 5 Min. langer Inkubation ; ohne NaCl, ------- mit NaCl. 
Abb. 2. Wirkung von Mg”® auf die thermische Inaktivierung bei 2 Min. langer 
Inkubation; ohne Mg”, ------- mit 10-*-m.Mg?®, — — — mit 10--m. 
Mg”. 

Abb. 3. Wirkung von Adenosin-5-phosphat auf die thermische Inaktivierung bei 
2 Min. langer Inkubation; ohne Adenosin-5-phosphat, - - - - --- mit 4-10 -3-m. 
Adenosin-5-phosphat. 

Abb. 4. EinfluB von Albumin auf die thermische Inaktivierung bei 2 Min. langer 
Inkubation ; ohne Albumin, — — — mit 2 mg Albumin/ml, 

weteeee mit 10 mg Albumin/ml. 
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vierung ein; bei 70° ist das Enzym zu 68% inaktiviert (Abb. 3). 
2.10-3-m. Adenosin-5-phosphat ist wirkungslos. 

Wie Abb. 4 zeigt, hemmt auch Albumin die Inaktivierung bei 2 Min. 
langer Inkubation bei Temperaturen bis zu 50° betrichtlich; bei 70° ist 
die hemmende Wirkung bei den gewahlten Konzentrationen gleich stark 
gesunken, 

Mit 0,12 mg der nativen nach Colowick und Kalckar! dar- 
gestellten Adenylat-Kinase reagieren 2 ug p-Chlormercuribenzoat. Die- 
selbe Enzymmenge, 5 Min. bei 90° inaktiviert, reagiert mit 3,2 ug 
p-Chlormercuribenzoat, also mit einer um 60% gréBeren Menge. 


Diskussion 


Die Adenylat-Kinase ist wohl eines der warmeempfindlichsten 
Enzyme. Nach 10 Min. hat sie schon bei 40° den grdBten Teil ihrer 
Wirksamkeit eingebiiBt und ist bei 50° ganz inaktiv geworden. Hine 
ungewohnliche Warmeresistenz kommt ihr daher nicht zu. 

Dies gilt auch fiir die nach Colowick und Kalckar' bereitete 
Adenylat-Kinase, deren Inaktivierung von einer Strukturdinderung be- 
gleitet ist, wie die Bestimmung der Thiolgruppen zeigt. 

Die scheinbar ungewohnliche Warmebestandigkeit der Adenylat- 
Kinase beruht wohl auf der Schutzwirkung durch Bestandteile des 
Muskelgewebeextraktes wahrend der Zubereitung des Enzyms. Diese 
Annahme wird durch die Versuchsergebnisse gestiitzt, nach welchen die 
Inaktivierung nach Zusatz von Albumin, NaCl, Mg?® und Adenosin-5- 
phosphat gehemmt wurde. Dieser schiitzende Effekt gegen die ther- 
mische Inaktivierung ist iibrigens bekannt. Brown und Mitarbb.® 
haben unlaingst tiber die durch Mg?® und Eiweif8stoffe verursachte 
groBere Warmestabilitat der bakteriellen Pyrophosphatase berichtet. 
Lenti und Grillo!® zeigten, daB Adenosin-5-phosphat die Wéarme- 
inaktivierung der Phosphorylase hemmt; ebenso wirkt NaCl. 


Zusammenfassung 
Die Adenylat-Kinase des quergestreiften Kaninchenmuskels, 10 Min. 
lang bei 40° gehalten, verliert gré8tenteils ihre Wirksamkeit; bei 50° 
wird sie ganz unwirksam. Albumin, Adenosin-5-phosphat, NaCl und 
Mg*® hemmen die thermische Inaktivierung. 


Summary 
Adenylate kinase of the striated rabbit muscle, kept for 10 minutes 
at 40°C, loses most of its activity; at 50°C, it is totally inactivated. 
Albumin, adenosine-5-phosphate, NaCl, and Mg*® partially protect the 
enzyme against thermal inactivation. 


10 C. Lenti u. M. A. Grillo, diese Z. 307, 233 [1957]. 
11 MW. A. Grillo, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 33, 1126 [1957]. 
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Cholesterin-phosphorsiéureester und seine 
Umwandlungsprodukte zum Vitamin D,-phosphorsaure- 
ester als Substrate alkalischer Phosphatasen 
Von 
Egon Werner 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut (Dir.: Prof. Dr. Dr. E. Schiitte) 
und der Kinderklinik der Freien Universitit Berlin, Kaiserin-Auguste-Victoria-Haus 
(Dir.: Prof. Dr. A. Loeschke) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Dezember 1957) 


Die Umwandlung von Cholesterin zu 7-Dehydro-cholesterin mit pri- 
parativen Methoden ist mehrfach untersucht und die antirachitische 
Wirksamkeit des bestrahlten Umwandlungsproduktes nachgewiesen wor- 
den'-*. Um diese Untersuchungen unter méglichst physiologischen Be- 
dingungen durchfiihren zu kénnen, wahlten wir als Ausgangssubstanz den 
wasserléslichen P-Ester des Cholesterins. Bei der weiten Verbreitung der 
Mono-Esterphosphatasen im Organismus und ihrer relativen Unspezifitat 
lag es nahe, die hydrolytische Spaltung der Phosphorsiureester des Cho- 
lesterins und seiner Umwandlungsprodukte zu untersuchen, zumal die 
bisherigen Mitteilungen tiber die enzymatische Hydrolyse der Sterinester 
keine tibereinstimmenden Ergebnisse gebracht haben®-?7. Wir stellten 
uns deshalb neben dem P-Ester des Cholesterins auch die des 7-Dehydro- 
cholesterins und Vitamins D, dar und untersuchten deren Spaltbarkeit 
durch die alkalische Nieren- und Knochenphosphatase. 

Durch Umsetzung von Cholesterin, 7-Dehydro-cholesterin und Vit- 
amin Dg, mit Phosphoroxychlorid in Pyridin wurden die wasserléslichen 
Monophosphorsaureester dargestellt®1?. Eine Verminderung ihrer bio- 
logischen Wirksamkeit trat durch die Phosphorylierung nicht ein. Das 


1 A. Windaus, H. Lettré u. F. Schenk, Liebigs Ann. Chem. 520, 98 [1935]. 
2 N. A. Milas u. R. Heggie, J. Amer. chem. Soc. 60, 984 [1938]. 

3 Pp. P. T. Sah, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 59, 454 [1940]. 

4 F, P. Mazza u. C. Migliardi, Quaderni Nutriz. 8, 86 [1941]. 

5 H. v. Euler, A. Wolf u. H. Hellstrém, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 2451 
] 


6 W. Klein, Verh. Ges. Verd. u. Stoffw. Krankh. 1989, 440. 

? G. Menzinsky, zit. nach 1. ¢.8, u. zw. S. 278. 

8 H. v. Euler, B. v. Euler u. M. Rydbom, Biochem. Z. 199, 276 [1928]. 

® H. v. Euler u. A. Bernton, Ber. dtsch. Chem. Ges. 60, 1720 [1927]. 

10 Th. Wagner-Jauregg, Th. Lennartz u. H. Kothny, Ber. dtsch. chem. 
Ges. 74, 1513 [1941]. 

1 R. Zetterstré6m, Nature [London] 167, 409 [1951]. 

12, N. A. Milas, P. Davis u. Li-Chin-Chiang, J. Amer. chem. Soc. 77, 
1640 [1955]. 








Bd. 


Viti 
racl 
cho 


Mili 
und 
Die 
Um 
biol 
und 
pap 


gew 


dro 
Kn 
den 
zeif 
mir 
lise 
spa 
tio1 
den 
sint 


phe 


Abb 
best 
lyse 


Cho 


phe 
was 
auf 


mit 


des 


pha 
rick 
5,7! 
bei 





1958) 





Bd. 311 (1958) Cholesterin-phosphorsaurester 179 


Vitamin D,-phosphat erwies sich im therapeutischen Rattentest als anti- 
rachitisch wirksam, wahrend die P-Ester des Cholesterins und 7-Dehydro- 
cholesterins unwirksam waren. 

Das Cholesterinphosphat wurde mit p-Benzochinon in waBbrigem 
Milieu bei px 7 und 37° zum 7-Dehydro-cholesterinphosphat dehydriert 
und dieses im QuarzgefaiB mit einer Quecksilberdampflampe bestrahlt. 
Die bei diesen Reaktionen entstandenen 
Umwandlungsprodukte erwiesen sich im 
biologischen Test als antirachitisch wirksam, 
und unter den Hydrolyseprodukten wurde 
papierchromatographisch Vitamin D, nach- 
gewiesen (Abb. 1). 

Die Ergebnisse der enzymatischen Hy- 
drolyse der Sterinphosphorsiéureester durch , 
Knochen- und Nierenphosphatase sind in e 4 
den Abb. 2 und 3 wiedergegeben. Die Kurven : 
zeigen, daB die Phosphorsaureester des Vita- * 
mins D, und seiner Vorstufen durch alka- F 
lische Knochen- und Nierenphosphatase ge- 
spalten werden kénnen, und daB die Reak- 
tionsgeschwindigkeiten der Hydrolyse bei 
den einzelnen Substanzen annahernd gleich 
sind. Die starkere Spaltung durch Knochen- 
phosphatase gegeniiber der durch Nieren- 














Abb. 1. Papierchromatographische Darstellung des = > 
bestrahlten Dehydrierungsproduktes nach Hydro- = 
lyse. 1—3: Testsubstanzen in der Reihenfolge ‘= 
Cholesterin, 7-Dehydro-cholesterin, Vitamin D,. & en . 
4: bestrahltes Dehydrierungsprodukt. 1 2 3 Z 


phosphatase ist durch die héhere Aktivitaéit dieses Praparates gegeben, 
was sich auch bei Vergleich der beiden Phosphatasepraparate in bezug 
auf die Spaltung des Na-6-Glycerophosphats nachweisen laBt. 

Unsere Ergebnisse bestatigen die von v. Euler® und Menzinsky’ 
mit Cholesterinphosphat gewonnenen, waihrend Klein® keine Spaltung 
des Cholesterin-phosphorsaureesters durch Enzyme nachweisen konnte. 

Uber eine Aktivierung der Nieren-, Darm- und Knochenphos- 
phatase durch phosphoryliertes Vitamin D, hat Zetterstré6m* be- 
richtet. Bei Zugabe von Vitamin D,-phosphat in Konzentrationen von 
5,75-10-5-m. fand er eine maximale Aktivierung, und zwar am stirksten 
bei der Knochenphosphatase. Dieser Befund ist insofern von Wichtigkeit, 
als Anderungen der Phosphataseaktivitat bei der Vitamin D-Avitaminose 
seit langem bekannt sind. Wir haben diese Untersuchungen mit phos- 
phoryliertem Vitamin D, als dem natiirlichen Vitamin D unter verdin- 


18 R. Zetterstrém u. M. Ljunggren, Acta chem. scand. 5, 283 [1951]. 
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Abb. 2 u. 3. Enzymatische Hydrolyse der Sterin-phosphorsaureester durch 
Knochenphosphatase (Abb. 2) und Nierenphosphatase (Abb. 3) 
1: Cholesterin-phosphat; 2: Vitamin D,-phosphat; 3: 7-Dehydro-cholesterin-phos. 
phat. Endvolumen 2,2 mi. Endkonzentrationen: Puffer 8 - 10-?-m., Sub- 
strat 1,8 - 10~-%-m., Enzymmenge 0,4 mg/Ansatz, py 9,3. 


derten Bedingungen nachgepriift und auch die Beeinflussung durch Cho. 
lesterin- und 7-Dehydro-cholesterinphosphat untersucht. Erst wenn eine 
Aktivierung mit diesen letztgenannten Verbindungen ausbleibt, wird 
bei Anwendung gleicher Versuchsbedingungen eine spezifische Akti- 
vierung durch Vitamin D,-phosphat anzunehmen sein. 


In gleichlaufenden Versuchsreihen inkubierten wir in Puffer geléstes 
Na-f-Glycerophosphat und Ferment mit und ohne Zusatz von Vitamin 
D,-phosphat. Die Enzymreaktion wurde durch Trichloressigsaéure unter- 
brochen und in aliquoten Teilen die Phosphatanalyse durchgefihrt. In 
bezug auf die Menge des phosphorylierten Vitamins D, hielten wir uns an 
die von Zetterstr6m™ angegebenen Konzentrationen. 


Die Phosphataseaktivititskurven (Abb. 4) zeigen sowohl fiir Kno- 
chen- als auch fiir Nierenphosphatase eine Aktivititssteigerung bei Zu- 
satz von phosphoryliertem Vitamin D, zum Fermentansatz. Zu Beginn 
des Versuchs ist die Aktivierung am intensivsten, um mit zunehmender 
Dauer abzunehmen, bis beide Kurven annahernd gleich verlaufen. Die 
prozentuale Aktivitatssteigerung zeigt Tab. 1. So hohe Steigerungen, wie 
sie von Zetterstr6m™ angegeben werder. (bis 300°), haben wir aber 
nicht nachweisen k6nnen. 


Tab. 1. Aktivitatssteigerung der Phosphatasen durch Vitamin D,-phosphat in %, 
K = Knochen-, N = Nierenphosphatasepriaparat. 
POM) Ss 5 10 15 30 60 
GE Se ee ake 115 62 40 28 0 
"iol hi San Ses fa 44 32 5 
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Abb. 4. Aktivitatsbeeinflussung der Knochen- (K) und Nierenphosphatase (N) 
durch Vitamin D,-phosphat. 
-- ohne, — mit Vitamin D,-phosphat. 
Endvolumen 4,35 ml. Endkonzentrationen: Puffer 8 10-2? m., Substrat 1,8 -10-2-m: 
Na-f-Glycerophosphat, Enzym 0,4 mg/Ansatz, Vitamin D;-phosphat 4,6 -10~5-m- 





Da die Phosphatasen, wie oben gezeigt worden ist, auch den Phos- 
preteen des Vitamins D, enzymatisch spalten, haben wir in einem Kon- 
trollversuch bei der Dodtiannneing der Phosphataseaktivitat nicht das frei- 
gesetzte Phosphat, sondern nach King und Armstrong" das aus dem 
Substrat (Di-Na-Phenylphosphat) abgespaltene Phenol bestimmt. Man 
erhalt dann die tatsichliche Menge des hydrolysierten Substrats, ohne 
daB in der Lésung vorhandene Phosphationen die Bestimmung beein- 
trichtigen. MengenmaBig kommt allerdings der parallel verlaufenden 
hydrolytischen Spaltung von Vitamin D;-phosphat durch das Enzym 
kaum eine Bedeutung zu. Die Aktivitatssteigerung der Phosphatasen 
durch phosphoryliertes Vitamin D, lie8 sich auch bei Verwendung von 
Phenylphosphat als Substrat nachweisen. 

Die spezifische Wirkung des Vitamin D,-phosphats wurde durch Pa- 
rallelversuche mit Cholesterin- und 7-Dehydro-cholesterinphosphat er- 
wiesen, bei welchen keine Aktivitatssteigerungen festgestellt werden 
konnten. 


Beschreibung der Versuche 


1. Die Sterin-phosphorsaureester wurden nach v. Euler® dargestellt ; 
ihr P-Gehalt wurde nach feuchter Veraschung nach der Methode von Fiske und 
Subbarow” bestimmt. 3,0 g Cholesterin lieferten 1,8 g Cholesterin-mono- 
phosphat mit einem P-Gehalt von 6,2% (ber. 6,3% P). Aus 0,714 g 7-Dehydro- 
cholesterin wurden 0,580 g 7-Dehydro-cholesterin-monophosphat mit einem 
Gehalt von 7,0% P (ber. 6,4% P) erhalten. 0,394 g V itamin D, lieferten 0,327 g 
VitaminD, ‘monophosphat mit einem P-Gehalt von 6,1% (ber. 6,4% P). 

14K. J. King u. A. R. Armstrong, Canad. med. Assoc. J. 31, 376 [1934]. 

15 A, Fiske u. V. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 
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2. 7-Dehydro-cholesterin-monophosphat aus Cholesterinphos. 
phat: Eine Lésung von 100 mg Cholesterinphosphat und 2 mg p-Benzochinon 
(aquimolar) in 100 ml Sérensen-Phosphatpuffer, py 7, wurde in verschlossenem 
Kolben 36 Stdn. bei 37° unter Lichtabschlu8 aufbewahrt. Die Dehydrierung wurde 
durch die Abnahme des Absorptionsmaximums fiir Chinon verfolgt. Dann wurde 
die Lésung in ein QuarzgefaB iibergefiihrt und 6 Stdn. mit einer Quecksilberdampf. 
lampe bestrahlt. 

Zum biologischen Test wurden jeweils 25 ml dieses Bestrahlungsproduktes 
einer mit Mc Collum"® Diat rachitisch gemachten Ratte durch die Schlundsonde 
verfiittert. Bei réntgenologischer Kontrolle nach 4 Wochen hatten sich die rachi- 
tischen Symptome zuriickgebildet. 

Fir die papierchromatographische Identifizierung wurden die Sterinester 
hydrolysiert. Da die Chinone dabei in Lésung bleiben, die wasserunlésl. Sterine 
aber ausfallen, gelingt nach mehrmaligem Waschen eine weitgehende Reinigung 
der Sterine von den anderen bei der Reaktion beteiligten Substanzen. Die Chro- 
matographie erfolgte nach Kodicek u. Ashby’? auf Schleicher & Schiill-Papier 
2043b im Lésungsmittel Methanol/Wasser 95:5. Ry-Werte: Cholesterin 0,52; 
7-Dehydro-cholesterin 0,59; Vitamin D, 0,69. Beim Anfarben mit Antimon- 
trichlorid treten charakteristische Farbreaktionen auf: Cholesterin rosa, 7-De- 
hydro-cholesterin blau, Vitamin D, braun. 


3. Die Darstellung der Knochen- und Nierenphosphatase erfolgte 
nach Albers und Albers!*. Die Phosphataseaktivitat wurde in Anlehnung 
an die Methode von Jenner und Kay?® bestimmt; an Stelle des Na-f-Glycero- 
phosphats diente jeweils eine der phosphorylierten Substanzen als Substrat. Zur 
Vermeidung einer hydrolytischen Spaltung der Sterinester wurde die Enzym- 
reaktion nicht durch Saureeinwirkung unterbrochen, sondern die P-Bestimmungen 
wurden direkt durchgefiihrt. Bei diesem Vorgehen wird cine hydrolytische Spaltung 
der Ester durch Saure, wie durch Kontrollversuche nachgewiesen werden konnte, 
vermieden. 


4, Enzymatischer Abbau der Substrat-phosphorsiureester durch 
Knochen- bzw. Nierenphosphatase: Als Beispiel fiir die Versuchsreihen dient 
ein Versuchsprotokoll der enzymatischen Hydrolyse von VitaminD,-phosphat 
durch Knochenphosphatase. 


A. Stammlésungen 


a) Substratpufferlésung: 50 mg Vitamin D,-phosphat werden mit Glyko- 
kollpuffer (py 9,3) zu 50 mi gelést. 

b) Fermentlésung: 10 mg Knochenphosphatasepriparat!® werden mit 
dest. Wasser zu 5 mi gelést. 


B. Ausfiihrung 


6 Reagenzgliser werden mit jeweils 2,0 m/ Substratpufferlésung (a) und 
0,2 ml Fermentlésung (b) beschickt. In den entsprechenden Kontroll- 
ansitzen wird die Fermentlésung durch 0,2 mij dest. Wasser ersetzt. Zu 
den angegebenen Zeitpunkten werden Voll- und Kontrollversuche aus dem 
Thermostaten (38°) entnommen, sofort quantitativ in einen 50-ml-MeB- 
kolben iibergefiihrt, mit 40 m/ dest. Wasser verdiinnt und die Phosphat- 
analyse durchgefiihrt. Bei Voll- und Kontrollversuchen miissen innerhalb 
des einzelnen Versuchs und der Versuchsreihen die Zeiten zwischen den 


16 K. V. Mc Collum, N. Simmonds, P. G. Shipley u. E. A. Park, Proc. 
Soc. exp. Biol. Med. 18, 275 [1921]. 
17 K. Kodicek u. D. R. Ashby, Biochem. J. 57, XIT [1954]. 
18 H. Albers u. E. Albers, diese Z. 282, 165 [1935]. 
19 H. D. Jenner u. H. D. Kay, Brit. J. exp. Pathol. 18, 22 [1932]. 
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einzelnen Schritten der Bestimmung genau eingehalten werden. Das Er- 
gebnis ist der Abb.2 zu entnehmen. Die Abb. 2 u. 3 sind die Darstel- 
lungen von Einzelversuchen aus einer Versuchsreihe von jeweils 3 gleich- 
sinnig verlaufenen Versuchen. 


5. Beeinflussung der Knochen- und Nierenphosphatase durch 
Vitamin D,-phosphat: Als Beispiel dient das Versuchsprotokoll der Aktivi- 
titsbeeinflussung der Nierenphosphatase durch Vitamin D,-phosphat. 


A. Stammlésungen 


a) Substratstammlésung: 2,5 g Na-f-Glycerophosphat werden in 100 ml 
dest. Wasser gelést. 

b) Substratlésung: 1 Tl. Stammlésung + 5 Tle. Glykokollpuffer, py 9,3. 

c) Fermentlésung: 10 mg Nierenphosphatase!® in 5 ml dest. Wasser. 

d) 15-proz. Trichloressigsiure (TCE). 

e) 5,0 mg Vitamin D,-phosphat werden in 10,0 mi dest. Wasser gelést. 


B. Ausfiihrung 


6 Reagenzgliser werden mit jeweils 3,0 ml Substratlésung (b), 0,2 mi Fer- 
mentlésung (c) und 0,15 m/ Vitamin D,-phosphatlésung (e) beschickt. In 
den 6 Kontrofiansitzen werden an Stelle der Vitamin D,-phosphatlésung 
jeweils 0,15 ml dest. Wasser zugesetzt. Der als Leerwert dienende Versuch 
im Kontrollansatz wird sofort, die iibrigen Glaser nach Inkubation im 
Thermostaten bei 38° zu den angegebenen Zeiten mit jeweils 1,0 m/l 
TCE (d) versetzt. 10 Min. nach Einwirken der TCE werden 2,0 mi der 
Ansatze in je einen 50-ml-MeBkolben iibergefiihrt und die Phosphat- 
bestimmung angeschlossen. 


Nach Abzug der Leerwerte von den Mefwerten ergeben sich die Zahlen 
der Tab. 2 als Mittelwerte aus je 5 Versuchen. 


Tab. 2 
PMONIEIA) oe eres Nay ie ANOS) de 5 10 15 30 60 
y Pim Ansatz | 
mit Vit. D,-phosphat . . 35+3,9 55-43,9 69-+44,9 100+45,0 139+6,5 


ohne Vit. D,-phosphat . 19-+1,8 34+2,8 48+4,0 76-65,1 132-+5,3 


Zusammenfassung 


1. Es wurden die wasserléslichen Monophosphorsiureester des Cho- 
lesterins, 7-Dehydro-cholesterins und Vitamins D, dargestellt. 


2. Cholesterin-monophosphat wurde mit p-Benzochinon in waBr. 
Milieu bei 37° und px 7 zum 7-Dehydro-cholesterinphosphat dehydriert ; 
dieses ist nach UV-Bestrahlung antirachitisch wirksam. 


3. Die dargestellten Phosphorséureester werden durch alkalische 
Knochen- und Nierenphosphatase gespalten. 


4, Das Vitamin D,-phosphat aktiviert alkalische Knochen- und Nie- 
renphosphatase. Cholesterin- und 7-Dehydro-cholesterinphosphat haben 
auf die Phosphataseaktivitaét keinen Einflu8. 





13* 











Cholesterin-phosphorsaureester 


Summary 


1. The water-soluble monophosphates of cholesterol, 7-dehydro. 
cholesterol, and vitamin D, were prepared. 


2. Cholesterol monophosphate was dehydrogenated to 7-dehydro. 
cholesterol phosphate by p-benzoquinone in an aqueous medium at 37° 
and pu 7. The reaction product shows antirachitic properties when irrad. 
iated with UV light. 

3. These synthesized phosphate esters are hydrolyzed by alkaline 
bone and kidney phosphatases. 


4. Vitamin D, phosphate activates alkaline bone and kidney phos. 
phatases. Neither cholesterol phosphate nor 7-dehydro-cholesterol 
phosphate influence the activity of phosphatases. 
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Einfliisse von hydrophilen Kolloiden auf Oxalatfallungen 
und ihre Beziehungen zum Dispersionsgrad 
des Calciumoxalats 
Von 
Hans-Joachim Dulce 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin, 
Direktor: Prof. Dr. med. et rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1957) 


Vor kurzem! haben wir gezeigt, da polymere Hyaluronsaiure und 
Chondroitinschwefelsiure in Konzentrationen von 1—10 mg, die Cal- 
ciumoxalatfallung hemmen kénnen. Wir fiihrten den Vorgang auf eine 
Schutzkolloidwirkung zuriick und vermuteten, da saure Mucopoly- 
saccharide auch im normalen Harn, nicht aber bei pathologischer Oxal- 
urie die Bildung von unléslichem Calciumoxalat verhindern. Das Oxalat 
fallten wir in Gegenwart der sauren Mucopolysaccharide mit 4,6-proz. 
Calciumchloridlésung (~1670 mg®, Ca) und bestimmten es mangano- 
metrisch. 

In die jetzigen Untersuchungen bezogen wir auBer sauren Mucopoly- 
sacchariden auch andere hochmolekulare Verbindungen, wie Proteine 
und kérperfremde Polymere ein. AuBerdem wurde Oxalat mit verschieden 
konzentrierten Calciumchloridlésungen gefalit. Da unter diesen neuen 
Fallungsbedingungen Calciumoxalat-Teilchen unterschiedlicher GréBe 
und Kristallform entstanden, haben wir die Niederschlage nach den 
Angaben von v. Philipsborn? mineralogisch untersucht und auf Be- 
ziehungen zwischen der fallungsverhindernden Wirkung der hydrophilen 
Kolloide und dem Dispersionsgrad des Calciumoxalats geachtet. 


Methodik 


Wir versetzten bei 37° 1,0 ml n/10-, n/50-, n/80-, n/100-, n/200-Kaliumoxalat 
mit einem Gemisch von 8,0 ml Calciumchloridlésung und 1 mi dest. Wasser bzw. 
Kolloidlésung. Der entstehende Niederschlag wurde in der Regel nach 1 Stde. 
abzentrifugiert, gewaschen, mit Schwefelsiure in 20—25 ml Wasser gelést und 
mit /100-KMnO, titriert?. Die Calciumkonzentration der Calciumchloridlésung 
betrug 1875, 1500, 938, 375, 150, 37,5 oder 15 mg%. An hydrophilen, polymeren 
Verbindungen priften wir Hyaluronsiure, Chondroitinschwefelsiure und Desoxy- 
ribonucleinsaiure in 100 mg-proz. Lésung, Rinderserumalbumin reinst, Gummi ara- 
bicum DAB 6 und Agar-Agar DAB 6 in 1-proz. Lésung, Polydextrose (Macrodex 
,, Knoll‘) und Polyvinylpyrollidon (Kollidon ,,Bayer‘‘) in 10-proz. Liésung. Beziig- 
lich Darstellung und analytischer Daten der Hyaluronsiure siehe 1. c.1. Uber die 


1 H.-J. Dulce, diese Z. 802, 49 [1955]. 
2 H. v. Philipsborn, Arztl. Forsch. 7, 391 [1953]. 
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Darstellung der Chondroitinschwefelsiure wird von Greiling® berichtet werden, 
Das mittlere Molekulargewicht des Polyvinylpyrollidons betrug etwa 30000, das 
der Polydextrose 100—150000. Die Mittelwerte unserer Doppel- und teilweise Mehr- 
fachbestimmungen zeigen die Tab. 1 und 2. Die Einzelwerte lieBen sich mit einem 
mittleren Fehler von +5%, bei Werten unter 0,5 m/ n/100-KMnO, mit + 8% 
reproduzieren. Signifikante Unterschiede haben wir bei Differenzen von mehr als 
10—15% vom Leerwert angenommen. 

Um die KristallgréBe und Hydratform des Calciumoxalats zu bestimmen, 
entnahmen wir den Leerversuchen einige Tropfen mit Calciumoxalatniederschlag 
und untersuchten sie mikroskopisch und polarisationsmikroskopisch. Das Calcium- 
oxalat-monohydrat, das prismatisch, spharolithisch, elipsoid, sanduhrférmig und 
tafelférmig vorkommt, zeigt eine erheblich stairkere Doppelbrechung als das Di- 
hydrat, das meistens in tetragonalen Dipyramiden vorliegt®. In den Fallen, in 
denen wir auf diesem Wege die Hydratform nicht erkennen konnten, zentrifu- 
gierten wir die Niederschlige und fertigten Rdéntgen-Pulverdiagramme nach 
Debye-Scherrer an. Als Vergleichspriparate stellten wir uns, wie v. Philips- 
born vorschlagt, a) Calciumoxalat-monohydrat her, indem wir 100 ml Harn bei 
pu 5,8 und 80° mit 5 ml n/20-Ammoniumoxalat versetzten und zentrifugierten; 
b) Calciumoxalat-dihydrat her, indem wir dieselbe Fallung bei 22° vornahmen. 
v. Philipsborn? hat mit diesen Priparaten die charakteristischen, sauberen 
Debye-Scherrer-Diagramme von Mono- und Dihydrat erhalten. 


Ergebnisse 


Tab. 1 zeigt, daB die fallungshemmende Wirkung sémtlicher hydro- 
philen Kolloide mit sinkender Calciumkonzentration abnimmt und dab 
sich die verschiedenen kérpereigenen und kérperfremden Kolloide in 
ihrer Wirksamkeit unterscheiden. Die Desoxyribonucleinsaéure wirkt bei 
n/2000-Oxalat in allen Ansitzen und bei »/800-Oxalat nur noch zwischen 
1500 und 120 mg®, Calcium. Hyaluronsiiure und Chondroitinschwefel- 
siure beeinflussen die Calciumoxalatfallung schon nicht mehr in den 
Ansatzen mit /800-Oxalat und 12—300 mg, Ca und n/2000-Oxalat 
und 12—120 mg Ca. Agar-Agar, Kollidon und Albumin hemmen die 
Fallung lediglich in den Ansatzen mit n/800-Oxalat und 1500—1200 mg°%, 
Ca und viel weniger als die kérpereigenen Kolloide. Betrigt die Oxalat- 
konzentration n/2000, so verhindert das Kollidon bei 750—300 mg Ca 
die Calciumoxalatfallung fast so stark wie die Hyaluronsiure. Bei Oxalat- 
konzentrationen von 7/500 und n/100, die in Tab. | nicht dargestellt sind, 
hemmen nur die Hyaluronsiéure bei 1500 mg°,, Ca und Desoxyribo- 
nucleinsaure bei 1500—1200 mg, Ca die Calciumoxalatbildung. 

Wie wir friiher gezeigt haben!, ist es von der Fallungszeit abhiangig, 
ob ein Calciumoxalatniederschlag quantitativ ist. Zentrifugiert man des- 
halb diejenigen Ansiitze, in denen die Niederschlaige nicht quantitativ 
sind, auch nach 2 und 4 Stdn., so nihert sich die Menge des in den Leer- 
versuchen gefallten Calciumoxalats langsam den theoretischen Werten, 
die Hyaluronsiure verliert bei »/800- nichts, bei n/2000-Oxalat etwas 
an Wirkung, aber Kollidon und Desoxyribonucleinsiure behalten bei 
n/800—n/2000-Oxalat ihre Wirkung. Die anderen polymeren Ver- 


* H. Greiling, erscheint in dieser Z. 
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Tab. 1. Titrationsergebnisse von Calciumoxalatfallungen, die durch Kolloide 
beeinfluBt sind; Mittelwerte in ml n/100-KMnO,. 

















Kolloidzusiatze mg Ca im Ansatz 
1500 | 1200 | 750 | 300 | 120 30 | 12 
Oxalatkonzentration im Ansatz n/800 
Rg Se eee a 1,00 1,11 1,18 1,16 | 1,29 1,24 | 1,19 
Hyaluronsiure ..... 0,2 0,57 | 0,91 1,2 1,2 1,22 | 1,22 
Desoxyribonucleinsiure. . 0,11 | 0,13 | 0,16 | 0,59 | 1,06 | 1,18 | 1,15 
Chondroitinschwefelsiure . 0,57 | 0,74 | 0,93 | 1,19 | 1,24 | 1,24 | 1,26 
Polyvinylpyrollidon 0,87 | 0,95 | 1,11 {| 1,18 | 1,21 | 1,23 | 1,2 
PU Ss 4 Bes 0,88 | 0,94 | 1,15 1,18: | 1,28. | 1,26: |.1,23 
Agat-OGer. 0 6 3. se 0,68 | 0,74 | 1,08 | 1,28 | 1,28 | 1,28 | 1,24 
Gummi arabicum , 0,89 | 1,00 | 1,14 | 1,19 | 1,25 | 1,22 | 1,24 
Polydextrose ...... 0,92 | 1,05 | 1,18 | 1,27 | 1,27 | 1,24 | 1,2 
Oxalatkonzentration im Ansatz n/2000 

Ceitat eR Mh 5. ar a es 0,23 | 0,43 | 0,47 | 0,47 | 0,39 
Hyaluronsiure ..... 0,13 | 0,15 | 0,4 0,4 0,42 
Desoxyribonucleinsiure. . Leerwerte 0,09 | 0,09 | 0,18 | 0,26 | 0,25 
Chondroitinschwefelsiure . zu 0,17 | 0,37 | 0,43 | 0,45 | 0,43 
Polyvinylpyrollidon .. . niedrig 0,12 | 0,27 | 0,49 | 0,48 | 0,45 
PLL Ue nr 0,19 | 0,38 | 0,44 | 0,45 | 0,42 




















Fallungszeit 1 Stde., Temp. 37°. 


Theoretisch entsprechen 10 ml wh000-Or. id — “ n/100-KMnO, 


Herstellung der Einzelansitze siehe Text 

Physiolog. Ca-Konzentration im Harn 12—30 mg% 

Patholog. Ca-Konzentration im Harn 30—120 mg% 

Im Harn nicht vorkommende Ca-Konzentration 300—1500 mg%. 


bindungen werden nach 4-stdg. Stehenlassen der Ansiitze wirkungslos. 
Verkirzen wir die Fallungszeit auf 30 Min., so sind die Leerwerte geringer, 
ein zusitzlicher Einflu8 der hydrophilen Kolloide bei niedrigen Calcium- 
konzentrationen tritt aber nicht auf. Kollidon und Hyaluronsaure wirken 
in diesem Fall bei 1500 mg%, Ca und n/800- und n/1000-Oxalat stirker 
als nach einer Stunde. Hyaluronséure und Desoxyribonucleinsaure beein- 
flussen die Calciumoxalatfallung bei 7/500-Oxalat nach 30 Min. und 
1 Stde. im gleichen MaBe. Die geringen Leerwerte bei /2000-Oxalat 
nach 30 Min. lassen keine Beurteilung der Kolloidwirkung zu. 

Aus Tab. 2 sieht man, da8 der Dispersionsgrad des gefallten Caleium- 
oxalats mit steigender Calcitumkonzentration zunimmt. Hyaluronsiure- 
zusatz verstarkt die Dispersion noch weiter. Ein Vergleich der Ergebnisse 
der Tab. 1 und 2 ergibt, daB die hydrophilen Kolloide mit Ausnahme der 
Desoxyribonucleinsiure nur dann eine Wirkung haben, wenn Calcium- 
oxalat-Teilchen unter 3 gebildet werden; ihr Wirkungsoptimum liegt 
in den Ansitzen mit den kleinsten Teilchen, die auch gew6hnliche Papier- 
filter passieren. 
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Tab. 2. Mineralogische Untersuchungen der Calciumoxalatniederschlige. 
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neon: Mikroskopische Polarisations- Réntgenpulver- 
ie A Untersuchungen mikroskopische diagramme 
Fallungsansitze 8 Untersuchungen 8 
12 mg% Ca + Monohydrat, elip- | stark doppel- 
n/800-Oxal. soide und prismat. | brechend 
Form. 10—15 yu 
12 mg% Ca + nadelférmiges stark doppel- 
n/1000-Oxal. Monohydrat brechend 
10—15 4 
12 mg% Ca + tetragonale Dipy- | keine Doppel- 
n/2000-Oxal. | ramiden. Dihydrat | brechung 
10—lb nu 
Diagonal 
300 mg% Ca + Sphiroide Formen | schwer erkennbar Monohydrat 
n/800-Oxal. 3uD 
300 mg% Ca + Sphiroide Formen | schwer erkennbar Monohydrat 
n/1000-Oxal. 3uD 
300 mg% Ca + Spharoide Formen | schwer erkennbar Monohydrat 
n/2000-Oxal. 1-3u 
1200 mg% Ca + Kleinste sphiroide | schwer erkennbar Monohydrat 
n/800-Oxal. Teilchen 0,5 u @ 
1200 mg% Ca + Kleinste spharoide | schwer erkennbar Monohydrat 
n/1000-Oxal. Teilchen 0,5 nu @ 
1200 mg% Ca + Keine Teilchen zu ~ Monohydrat 
n/800-Oxal. + ] erkennen 
H yaluronsiure (Tyndall-Phinom. ) 


Herstellung der Fallungsansiitze und Entnahme der Niederschlage siehe Text 


Von welchen Faktoren die KristallgréBen abhingig sein kénnen, 
zeigt die Beobachtung, daB beim Zufiigen von 9,5 m/ 15mg-proz. Calcium- 
ionenlosung zu 0,5 ml n/20-Kaliumoxalat ein Monohydrat von 3 yu GréBe 
und bei umgekehrter Reihenfolge ein Monohydrat von 10 4 GréBe ent- 
steht. Bei unseren Fiallungsbedingungen treten bis auf eine Ausnahme 
immer Calciumoxalat-monohydrate auf. 


Diskussion 


Da8B hydrophile Kolloide die Entstehung gerade feindisperser Cal- 
ciumoxalatniederschlage, die nur bei unphysiologisch hohen Calcium- 
konzentrationen entstehen, am stirksten hemmen, spricht fiir ihre 
Schutzkolloidwirkung. Es bildet sich eine metastabile Calciumoxalat- 
losung. Wiirden die hydrophilen Kolloide Calciumionen elektiv aus- 
tauschen, so miBte ihre Wirkung mit zunehmender Calciumkonzentration 
abnehmen. 

Voit und Hirsch* haben an Hand der Kongorubinzahl in vitro 
dem Periston N, das neben Polyvinylpyrollidon noch einige Mineralsalze 
enthalt, eine viel stiirkere Schutzkolloidwirkung als der Hyaluronsiure 


4 E, Voit u.H. H, Hirsch, Klin. Wschr. 38, 806 [1955]. 
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zuerkannt. In unserem Fallungstest hat die Hyaluronsiure eine stiarkere 
Schutzkolloidwirkung als reines Polyvinylpyrollidon. Diese Unterschiede 
kénnten durch den anderen Mechanismus unseres Testes bedingt sein 
oder mit dem héheren Polymerisationsgrad unserer selbst hergestellten! 
Hyaluronsaure oder dem elektrolytfreien Polyvinylpyrollidon zusammen- 
hingen. Das weniger viskose Kaliumhyaluronat ,,Schering“, das Voit 
und Hirsch* verwendeten, wirkt in unserem Test immer noch starker 
als Kollidon!. Die Schutzkolloidwirkung elektrolytfreier und elektrolyt- 
haltiger Kolloidlésungen soll man aber nicht, wie es Voit und Hirsch* 
tun, mit Hilfe von Kolloidtesten, die sehr elektrolytempfindlich sind®5, 
vergleichen. Fremdelektrolyte beeinflussen unseren Calciumoxalat- 
fallungstest, wie wir spaiter sehen werden, ebenfalls. Das Kaliumhyaluro- 
nat enthalt eine zu geringe Kaliummenge, um den Test zu stdren. Poly- 
dextrose, die im Kongorubintest nur in groBen Konzentrationen als 
Schutzkolloid wirkt, bleibt bei der Calciumoxalatfallung wirkungslos. 

Bei Calciumkonzentrationen von 12—120 mg%, die im Harn vor- 
kommen kénnen®, und harnphysiologischen Oxalatkonzentrationen’~°® 
(n/800—n/2000) wirkt nur die Desoxyribonucleinsiure als Schutzkolloid 
auf ausfallendes Calciumoxalat. Bei harnpathologischen Oxalatkonzen- 
trationen ist auch sie wirkungslos. Eine physiologische Bedeutung der 
Desoxyribonucleinséure als Schutzkolloid im Harn kann man aber nicht 
annehmen, da ihre Ausscheidung nicht erwiesen ist!°. Calciumkonzen- 
trationen tiber 300 mg, bei denen Hyaluronsiure, Chondroitinschwefel- 
siure und Kollidon wirken, treten im Harn nicht auf. Die Konzentra- 
tionen der kérpereigenen Kolloide entsprechen in den Ansatzen der Kon- 
zentration der gesamten kolloidalen Verbindungen im Harn". 

Auf Grund dieser Ergebnisse wird es zweifelhaft, da Harnkolloide, 
zu denen man saure Mucopolysaccharide und Proteine rechnet, Calcium- 
oxalat physiologischerweise in Loésung halten, wie es Butt und 
Mitarbb.!2, Lichtwitz', Boshamer* und auch wir selbst! ange- 
nommen haben. Zugefiihrtes Polyvinylpyrollidon, das harnfahig ist, 
beeinfluBt die Léslichkeit von Calciumoxalat im Harn ebenfalls nicht. 


5 A. Ottenstein, Biochem. Z. 128, 383 [1922]. 

6 Hoppe-Seyler-Thierfelder, Hdb. d. physiol. u. pathol.-chem. Analyse, 
10. Aufl., V. Teil, S. 183, J. Springer, Berlin-Géttingen- Heidelberg 1953. 

7 H. Glatzel, Krankenernihrung, J. Springer, Berlin-Got‘ingen- Heidelberg 
1953. 

8 K. Hinsberg u. K. Lang, Medizinische Chemie; Urban & Schwarzen- 
berg, Miinchen-Berlin 1951. 

® M. Loeper, IV. Congrés med. internat. d’Evian 1955 Verhandl. Ber. Vigot 
Fréres Editeurs Paris. 

10 B. Flaschentraiger, Physiologische Chemie, Bd. IIb; J. Springer, Berlin- 
Goéttingen- Heidelberg 1954. 

1 A. J. Anderson u. N. F. Mclagan, Biochem. J. 59, 638 [1955]; K. Sa- 
saki, Hofmeisters Beitrige 9, 386 [1907]. 

2 A. J. Butt, IV. Congrés internat. d’Evian 1955 Verhand.-Ber. Vigot Fré- 
res Editeurs Paris. 

138 L. Lichtwitz, Erg. inn. Med. 13, 1 [1914]. 

14K. Boshamer, Lehrb. d. Urologie; G, Fischer, Jena 1947. 











Einfliisse von Kolloiden auf Oxalatfallungen Bd. 311 (1958) 


Zusammenfassung 


Hydrophile Kolloide wie Mucopolysaccharide u.a. hemmen die 
Calciumoxalatfillung mit abnehmender Calciumkonzentration und Dis. 
persion der Fallung immer weniger. Zwischen 300 und 12 mg% Ca be. 
einfluBt nur noch die (im Harn nicht vorkommende) Desoxyrijbonuclein- 
siure die Fallung. Polydextrose und Gummi arabicum sind bei jeder 
Calciumkonzentration wirkungslos. Mit steigender Oxalatkonzentration 
nimmt der Einflu8 simtlicher wirksamen hydrophilen Kolloide auch bei 
hohen Calciumkonzentrationen ab. Saure Mucopolysaccharide vermégen 
daher im Harn Calciumoxalat nicht in Lésung zu halten, da sie bei der 
Oxalatfaillung bei harnphysiologischer und -pathologischer Calcium. 
konzentration nicht mehr als Schutzkolloide wirken. 


Summary 


Hydrophilic colloids, as mucopolysaccharides among others, inter- 
fere with calcium oxalate precipitation less and less with decreasing 
concentration of calcium and dispersion of the precipitate. Between 
300 and 12 mg% Ca, only desoxyribonucleic acid — not occuring in 
urine — has some influence on the precipitation. Polydextrose and gum 
arabic are ineffective at any calcium concentration. The influence of all 
effective hydrophilic colloids decreases with increasing oxalate con- 
centration, even at high calcium concentrations. Thus, acidic mucopoly- 
saccharides are unable to retain calcium oxalate in solution in urine, 
since they no longer function as protective colloids for the oxalate pre- 
cipitation at physiological and pathological concentrations of calcium 
in urine. 
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Einfliisse von Kristalloiden des Harnes auf Oxalatfallungen 
Von 
Hans-Joachim Dulce 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin, 
Direktor. Prof. Dr. med. et rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1957) 


Es ist bekannt, daB ein Teil der im Harn vorhandenen Kristalloide 
die Léslichkeit von Calciumoxalat beeinfluBt. 


Eine 3-proz. Harnstofflésung soll die Léslichkeit von Calciumoxalat um das 
Doppelte erhéhent. Albright und Mitarbb.? beobachteten, daB die Oxalatfillung 
mit Harn, der etwa 20 mg% Calcium enthalt, durch Natriumcitrat gehemmt 
wurde. Meyer® und Hammarsten® zeigten rechnerisch® und experimentell‘, 
da8 Fremdelektrolyte wie Natriumchlorid, Kaliumsulfat, Magnesiumchlorid, 
Natriumphosphat u. a. auf Grund ihrer Einsalzeffekte das Léslichkeitsprodukt 
von Calciumoxalat erhéhen. Hammarsten? fand, daB Calciumoxalat in 0,01-m. 
Magnesiumchlorid etwa 20 mal léslicher ist als in Wasser. Sie fiihrt das nicht nur 
auf den Einsalzeffekt, sondern auch auf die Bildung eines léslicheren Calcium- 
magnesiumoxalats zuriick. Klemperer® hatte schon friiher Calciumoxalat in 
Gegenwart von Magnesium- und Phosphatsalzen gefallt und gesehen, daB der 
Niederschlag nicht quantitativ entstand. 


Wir untersuchten, ob harnphysiologische Kristalloidlésungen die 
Calciumoxalatfallung bei physiologischen und unphysiologischen Fial- 
lungsbedingungen in gleicher Weise beeinflussen. 


Methodik 


Wir versetzten bei 37° 1 ml n/10-, n/50-, n/70-, n/80-, n/100- oder n/200- 
Kaliumoxalat mit einem Gemisch von 8 ml Calciumchloridlésung und 1 ml Wasser 
bzw. Kristalloidlésung. Der entstehende Niederschlag wurde in der Regel nach 
1 Stde. abzentrifugiert, gewaschen, mit Schwefelsiure in 20—25 ml Wasser gelést 
und mit »/100 KMnO, titriert. Die Calciumkonzentration der Calciumchlorid- 
lésung betrug 1875, 938, 375, 150, 37,5, 25, 18,8 oder 15 mg%. Wir priiften fol- 
gende Kristalloidlésungen: Harnstoff 30-proz., Natriumcitrat 340 mg-proz. und 
2,5-proz., Glucose 17-proz., Magnesiumchlorid 475, 950 und 1900 mg-proz., Na- 
triumchlorid 15-proz., prim. Natriumphosphat 3,8-proz., Kaliumsulfat 6,6-proz., 
Kaliumchlorid 6,7-proz., Ammoniumchlorid 3,1-proz., Glucuronsiurelakton 200 
mg%, Galakturonsiure 100 mg%. Wir hatten dann in 10 ml Gesamtansatz Kristal- 
loidkonzentrationen, die im Harn vorkommen®. An Stelle der reinen Calcium- 





1G. Medes, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 30, 281 [1932]. 

* F. Albright, Sulkowitch u. R. Chute, J. amer. med. Assoc. 118, 2049 
[1939]. 

3 J. Meyer, Z. klin. Med. 111, 613 [1929]. 

4 G. Hammarsten, C. r. Trav. Lab. Carlsberg 17, 1 [1929]. 

5 G. Klemperer u. F. Tritschler, Z. klin. Med. 44, 337 [1902]. 

6 Hoppe-Seyler-Thierfelder, Hdb. d. physiol. u. pathol.-chem. Analyse 
10. Aufl. J. Springer, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1953. Bd. V, 8S. 183. 
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chloridlésung verwendeten wir in einer Versuchsreihe dem Harn entsprechende, 
gemischte Kristalloidlésungen (Tab. 1). Der py-Wert der Ansitze lag zwischen 5,4 
und 5,6. Das Léslichkeitsprodukt von Calciumoxalat ist in diesem py-Bereich 
konstant®. Wir fiihrten Doppel- und teilweise Mehrfachbestimmungen durch. Die 
Mittelwerte Latten einen rel. mittl. Fehler von + 5—8%%. Differenzen zum Leer- 
wert von 10—15% sahen wir als signifikante Unterschiede an. 


Tab. 1. Zusammensetzung der dem Harn nachgebildeten Kristalloidlésungen 
in mg% (Harnstoff in %). 

















I II III 
Natriumehlorid ......... 441 441 441 
Katamoniond «. ... 5. 6 «+ 573 573 573 
Ammoniumehlorid........ 20,5 206,5 — 
prim. Natriumphosphat .... . 500 500 500 
Watrinmemitat . 2... 6 es 570 570 570 
Magnesiumchlorid ........ 95 _ - 
DIGUIUININUAG @ nw 41 a -- 
Calciumechlorid ......... 66,6 66,6 66,6 
SARNIA 6s bapa a Sw eee 3,24% 3,24% - 

Ergebnisse 


Tab. 2 zeigt, daB in zahlreichen Ansitzen mit Kristalloidzusatz 
weniger Calciumoxalat ausgefallen ist als in den Leerversuchen. Harn- 
stoff und Glucose beeinflussen die Fallung nur bei unphysiologisch hohen 
Calciumkonzentrationen. Ihre Wirkung nimmt mit steigender Oxalat- 
konzentration ab. Andere Versuche ergaben, da Harnstoff auch 4 Stdn. 
lang die Fallung von n/2000-Oxalat mit 750 mg, Calcium verhindert. 
Alle tibrigen Kristalloide wirken bei einer Konzentration von n/2000- 
Oxalat sowohl bei physiologischen als auch bei unphysiologischen Cal- 
ciumkonzentrationen. Mit steigender Oxalatkonzentration werden sie 
mehr oder weniger wirkungslos. Bei 120 mg®, Calcium haben sie ein 
Wirkungsminimum. Magnesiumchlorid hemmt die Fallung am starksten. 
Tab. 3 zeigt die Konzentrationsabhangigkeit dieser Wirkung. Die Wirk- 
samkeit von Natriumcitrat ist ebenfalls sehr, die des Natriumchlorids 
geringer konzentrationsabhangig. In den Tabellen ist nicht dargestellt, 
daB bei langerer Versuchsdauer in den Ansiatzen mit Magnesiumchlorid, 
n/2000-Oxalat und 750 — 12 mg Calcium erst nach 12 Stdn., in den 
anderen Ansiatzen, in denen der Niederschlag nicht quantitativ ist, nach 
2—6 Stdn. schrittweise mehr Calciumoxalat ausfallt. Wir erhalten da- 
durch friiher oder spater theoretische, bei niedrigen Calcium- und Oxalat- 
konzentrationen nahezu theoretische Titrationswerte. In den Ansatzen 
mit Phosphat wird die Calciumoxalatfallung bei 30 und 12 mg Calcium 
erst bei px 7,5 verhindert. Unter diesen Bedingungen bildet sich der 
Calciumphosphatniederschlag schneller als der Calciumoxalatniederschlag, 
und die Calciumionen sind aus der Lésung entfernt. Es entsteht sofort 
ein endgiiltiger Gleichgewichtszustand. 
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Tab. 2. Titrationsergebnisse von Calciumoxalatfillungen, die durch Kristalloide 
beeinfluBt sind: Mittelwerte in ml n/100-KMnO,. 
0/ v, 7 
Kristalloidzusitze mg% Ca im Ansatz 
1500 750 | 300 | 120 | 30 | 12 
Oxalatkonzentration im Ansatz n/500 
CB ht O acho cota) oe se 1,84 | 1,84 | 1,96 | 1,93 | 1,94 | 1,96 
Natriumcitrat 34mg% ..... 1,54 | 1,8 1,85 | 1,92 | 1,84 | 1,72 
PIGMENT. ee ssw ss as 1,84 | 1,95 | 1,91 1,94 | 1,96 | 2,01 
MAUGUHO Tee tk be Re Se 1,87 | 2,02 1 1,82 | 1:97: | 1:93 1-203 
Magnesiumchlorid ....... 1,73 | 18 1,97 | 1,94 | 1,65 | 1,42 
NatriumecniomG. . . 6 i... 1,79 | 1,83 | 1,94 | 1,97 | 1,84 | 1,71 
prim. Natriumphosphat .... . Le) 157 1,93 | 1,95 | 1,82 | 1,94 
BAMUMBUHAL. . . 6 6 tts 1,83 | 1,92 | 1,94 | 1,95 | 1,82 
Oxalatkonzentration im Ansatz n/800 
CT nn oom ee Og ano nr 1,00 | 1,18 | 1,16 | 1,29 | 1,24 | 1,19 
Natriumcitrat 34mg% ..... 0,66 | 0,99 | 0,98 | 1,2 1,16 | 0,85 
MaregeoIr os SS es GS. 0,96 | 1,14 | 1,15 | 1,22 | 1,25 | 1,16 
SUMMER < Bowls GS eUS ee Lek 0,45 | 1,15 | 1,19 | 1,25 | 1,24 | 1,25 
Magnesiumchlorid ....... 0,85 | 1,13 | 1,17 | 1,18 | 0,59 | 0,16 
Natriumchlorid. ........ 1,03 | 1,18 | 1,15 | 1,21 | 0,84 | 0,76 
prim. Natriumphosphat .... . 0,56 | 1,0 1,18 | 1,25 | 1,21 | 1,18 
MAlIMEUMAD. 5 i. ke lt 0,95 | 1,11 | 1,18 | 1,13 | 0,95 
Kaliumchionia «......%s-s. 1,02 | 1,15 | 1,17 | 1,23 | 0,98 | 0,88 
Ammoniumehlorid ....... 0,99 | 1,19 | 1,2 137 |) 224 F 12 
Glucuronsdurelakton ...... 0,84 | 1,17 | 1,18 | 1,24 | 1,18 | 1,18 
Galakturonsdure ........ Oe Toe Tar 22a" Sr tr? 
Oxalatkonzentration im Ansatz n/2000 
EN be Wins eee e, Abe ss 0,23 | 0,43 | 0,47 | 0,47 | 0,39 
Natriumcitrat 34mg% ..... 0,1 0,24 | 0,35 | 0,29 | 0,15 
RIAERSUSET cs cs ey se 8 0,11 | 0,18 | 0,39 | 0,45 | 0,38 
I La re a Kn 0,11 | 0,34 | 0,49 | 0,48 | 0,49 
Magnesiumchlorid ....... i 0,09 | 0,08 | 0,08 | 0,09 | 0,08 
Natriumehlorid. . ....... werte | 0,09 | 0,45 | 0,42 | 0,42 | 0,09 
prim. Natriumphosphat . .. . . nied. | 208 | 0,2. | 0,42 | 0,37 | 0,2 
Mammewiiet. . . . kt tw - | 0,08 | 0,14 | 0,34 | 0,28 | 0,09 
Kaliumchlorid ......... "™S | 0,08 | 0,46 | 0,44 | 0,47 | 0,25 
Ammoniumehlorid ....... 0,1 0,48 | 0,45 | 0,35 | 0,3 
Glucuronséurelakton ...... 0,11 | 0,40 | 0,49 | 0,48 | 0,50 
Galakturonsiure ........ 0,10 | 0,45 | 0,49 | 0,41 | 0,42 
Fallungszeit 1 Stde., Temp. 37°. 
n/2000 Ox. . ... 0,5 
n/1000 Ox 1,0 
Theoretisch entsprechen 10 ml w00 — kad et ml n/100 KMnO, 
n/500 Ox 2,0 
n/100 Ox. .... 10,0 
Herstellung der Einzelansitze siehe Text 
Physiolog. Oxalatkonz. im Harn n/800-n/2000 
Patholog. Oxalatkonz. im Harn n/800-n/100 
Physiolog. Ca-Konz. im Harn 12—30 mg% 
Patholog. Ca-Konz. im Harn 30—120 mg% 
300—1500 mg% Ca kommt im Harn nicht vor 




















chlorid beeinflu&t sind. 





Oxalatkonzentration im Ansatz 


Mg*®-Zusatz im Ansatz 
n/1000 | n/800 | n/700 | n/500 | n/100 





Calciumkonz. im Ansatz 15 mg% 





a 759 oy bi dak 0,98 1,11 1,38 1,61 6,7 
MR a ia tee 0,3 0,22 | 0,85 1,14 6,15 
SOME a 5 ld bs 82 0,05 0,05 0,17 0,33 6,13 
NN ail ire ect 0,05 0,05 | 0,5 0,05 5,8 


Fillungszeit 30 Min., Temp. 37°. Weiterer Text wie Tab. 2. Physiolog. Magnesium. 
konzentration im Harn 5—25 mg%. 


In einer Lésung, die simtliche Kristalloide in harnphysiologischen 
Konzentrationen enthalt, ist der fallungshemmende EinfluB starker als 
jedes einzelnen Kristalloids fiir sich (Tab. 4;) und er bleibt, wie an. 
dere Versuche ergaben, bei n/2000- und »/800-Oxalat 24 Stdn. lang in 
vollem Umfang bestehen. Eine gemischte Kristalloidlésung, die keine 
Magnesium- und Citrationen mehr enthilt, verliert den gréBten Teil 
ihrer Wirksamkeit (Tab. 4,;), wahrend sich das Fehlen von Harnstoff 
und Ammoniumchlorid nicht mehr auswirkt (Tab. 41). 


Tab. 4. Titrationsergebnisse von Calciumoxalatfillungen mit gemischten 
Kristalloidlésungen. 








, Kristalloidlésung Reine 
Oxalatkonz. im Ansatz Calcium- 
I | II | II chloridlésg. 
IN cca elena, Wicin > 4% 8,12 8,86 8,9 9,2 
MOD inks fos ected o's: 4) ue Got 8 0,1 0,93 0,94 1,21 
NE ae tink wl teed. 2% 01 | 0,34 0,36 0,42 








Fallungszeit 1 Stde., Temp. 37°. Die Calciumkonzentration in allen Ansitzen 
betrigt 20 mg%. Konzentration der Kristalloidlésungen siehe Tab. 1. Weitercr 
Text siehe Tab. 2. 


Diskussion 


Medes! und Hammarsten‘* haben kristallines Calciumoxalat 
mit Harnstoff-1, Magnesiumchlorid-, Natriumchlorid- und Kaliumsulfat- 
Lésungen‘ geschiittelt und gesehen, dafs mehr Calciumoxalat als in dest. 
Wasser gelést wird. Unter diesen Versuchsbedingungen wird das Lés- 
lichkeitsprodukt von Calciumoxalat nur durch die Fremdelektrolyte be- 
einfluBt und es bildet sich ein Lésungsgleichgewicht, das mit langerer 
Versuchsdauer zugunsten des gelésten Calciumoxalats, bis ein End- 
zustand erreicht ist, verschoben wird. Die Wirkung des Harnstoffs fiihren 
Medes! und Holtz’ auf seine hydrophilen Eigenschaften zuriick. 


7 F. Holtz, in B. Flaschentrager, Physiologische Chemie, Bd. 1, S. 180, 
J. Springer, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1951. 
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Tab. 3. Titrationsergebnisse von Calciumoxalatfillungen, die durch Magnesium. 
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Unsere Untersuchungen zeigen, daB Kristalloide des Harns die Lés- 
lichkeit von Calciumoxalat in Gegenwart eines physiologischen Calcium- 
iiberschusses in anderer Weise beeinflussen. Unter unseren Versuchs- 
bedingungen setzt das iiberschiissige Calcium die Léslichkeit von Calcium- 
oxalat herab und wirkt der Léslichkeitserh6hung durch Fremdelektrolyte 
und Harnstoff entgegen. Deshalb ist in vielen Ansatzen keine oder nur 
eine schwache Wirkung der Kristalloide vorhanden und es bildet sich 
ein Lésungsgleichgewicht, das sich mit lingerer Versuchsdauer zugunsten 
des unléslichen Calciumoxalats verschiebt. Um iiber das Léslichkeits- 
verhalten von Calciumoxalat im Harn etwas aussagen zu kénnen, ist es 
notwendig, unter diesen Fallungsbedingungen zu arbeiten. Harnstoff und 
Glucose verhalten sich wie hydrophile Kolloide, die ihr Wirkungs- 
optimum bei groBen Calciumkonzentrationen, bei denen feindisperse 
Calciumoxalatniederschlige entstehen®, haben. Bei den Fallungsbedin- 
gungen, die im Harn vorkommen, hat Harnstoff keinen Einflu8 auf die 
Léslichkeit von Calciumoxalat. 

Geinitz®*, Harlin und Wiese] > schreiben der Glucuronséure im 
Harn einen EinfluB auf die Léslichkeit steinbildender Substanzen zu. 
Wir sehen, daB die Uronsauren die Léslichkeit von Calciumoxalat unter 
den beschriebenen physiologischen Bedingungen nicht erhdhen. 


Wir bestitigen die Ergebnisse von Klemperer® und Albright?, 
die in vitro mit Magnesiumsalzen und Natriumcitrat die Fallung von 
Oxalat durch physiologische Calciumchloridlésungen verhinderten. Die 
Fremdelektrolyte, besonders Magnesiumsalze, beeinflussen in Kon- 
zentrationen, wie sie im Harn vorkommen, die Calciumoxalatfallung. 
Eine dem Harn entsprechende Kristalloidlésung hat die starkste fallungs- 
hemmende Wirkung. Citrationen kénnen mit Calciumionen wenig dis- 
soziierende lésliche Komplexsalze bilden® und damit die Ausscheidung 
von unldslichem Calciumoxalat verzégern. Den EinfluB der anderen 
Fremdelektrolyte fihren wir wie Hammarsten* und Meyer? auf ihre 
Einsalzeffekte zuriick. Da das Magnesiumchlorid die Calciumoxalat- 
fallung viel starker als die tiibrigen Fremdelektrolyte verhindert, kann 
man seine Wirkung nicht nur als Einsalzeffekt erklaren. Es wire méglich, 
daB eine lésliche Calciummagnesiumoxalat-Komplexverbindung ent- 
steht. 

Meyer? hat bereits nach der Bjerrumschen Formel errechnet, dai 
man durch Fallung mit Phosphaten bei px 6—7 die Calciumkonzen- 
tration so weit herabsetzt, daB das Léslichkeitsprodukt von Calcium- 
oxalat nicht mehr erreicht wird. 


8 H.-J. Dulce, diese Z. 311, 185 [1958], vorstehend. 

84 W. Geinitz, Miinchner med. Wschr. 98, 895 [1956]. 
8b H.C. Harlin u. L. Wiesel, J. Urol. 72, 1046 [1954]. 
® E. Heinz, Biochem. Z. 821, 314 [1951]. 
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Zusammenfassung 


Kristalloide hemmen in Konzentrationen, wie sie im Harn vor. 
kommen, die Calciumoxalatfallung. Unter den gleichen Bedingungen sind 
Harnstoff, Uronsaéuren und Glucose ohne EinfluB, im Gegensatz zu simt- 
lichen Fremdelektrolyten, besonders Magnesiumsalzen. 


Summary 


Crystalloids interfere with calcium oxalate precipitation at con- 
centrations usually found in urine. Under the same conditions urea, 
uronic acids, and glucose are ineffective contrary to all foreign electro. 
lytes, especially salts of magnesium. 
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Einfliisse von Kristalloiden und hydrophilen Kolloiden 
auf Oxalatfallungen mit normalem Harn 
Von 
Hans-Joachim Dulce 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitit Berlin, 
Direktor: Prof. Dr. med. et rer. nat. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1957) 


In vorangegangenen Mitteilungen wurde gezeigt?, daB bei Fallungs- 
bedingungen von Calciumoxalat, die im normalen Harn vorkommen, 
Kristalloide mit Ausnahme des Harnstoffs, von den hydrophilen Kol- 
loiden aber nur die Desoxyribonucleinsiure, das Ausfallen von Calcium- 
oxalat ganz oder teilweise mehrere Stunden lang verhindern. Eine dem 
Harn entsprechende Kristalloidlésung verhinderte die quantitative Cal- 
ciumoxalatfallung am langsten. Diese Wirkung war hauptsichlich von 
Magnesiumsalzen abhangig. Bei Fallungsbedingungen von Calcium- 
oxalat, wie sie in pathologischem Harn vorliegen, nahm die Wirksamkeit 
der Kristalloide und der Desoxyribonucleinsiure ab. Weitere Unter- 
suchungen sollten zeigen, ob gleiche Ergebnisse erzielt werden, wenn das 
Oxalat nicht mit Calciumchloridlésung, sondern mit Harn von bekannter 
Calcium- und Magnesium-Konzentration gefallt wird. Teilweise wurden 
noch Kristalloide oder Kolloide zugesetzt. 


Methodik 


1,0 ml n/50-, n/80-, n/200-Kaliumoxalat versetzten wir bei 37° mit einem Ge- 
misch von 8,0 ml filtriertem Harn (py 5;6) und 1,0 ml Wasser, Kristalloid- oder 
Kolloidlésung. Nach 1 Stde. wurde zentrifugiert, der Niederschlag nach mehr- 
maligem Waschen in verd. Schwefelsiiure gelést und mit /100-KMnO, titriert. 
Die Calcium- und Magnesiumkonzentration des Harns bestimmten wir flammen- 
photometrisch*, Harn I hatte eine Calciumkonzentration von 24 mg% und eine 
Magnesiumkonzentration von 7mg%, Harn II eine Calciumkonzentration von 
14 mg% und eine Magnesiumkonzentration von 13 mg%. Die Kristalloid- und 
Kolloidlésungen hatten folgende Konzentrationen: Desoxyribonucleinsiure, Chon- 
droitinschwefelsiure, Hyaluronsiure 100 mg%; Polyvinylpyrollidon und Poly- 
dextrose 10% ; Rinderserumalbumin 1% ; Harnstoff 30% ; Glucose 17% ; Natrium- 
citrat 340 mg% ; Magnesiumchlorid 950 mg% ; Natriumchlorid 15% ; prim. Natrium- 
phosphat 3,8% ; Kaliumsulfat 6,6% ; Kaliumchlorid 6,7%. In Doppelbestimmungen 
wurden die Ansitze mit Harn mit solchen verglichen, die reines Calciumchlorid 
gleicher Konzentration enthielten. Wir verwerteten erst Abweichungen vom Leer- 
wert iiber 15%. Uber Reproduzierbarkeit der Einzelwerte und analytische Daten 
der Kolloide siehe 1. ¢.)%, 

1 H.-J. Dulce, diese Z. 311, 185, 191 [1958], vorstehend. 

2 H.-J. Dulce, diese Z. 302, 102 [1955]. 

3 H.-J. Dulce, diese Z. 302, 49 [1955]. 
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Ergebnisse 


Tab.1 zeigt, daB man Harn Oxalat zusetzen kann, ohne daB es, 
wie bei Calciumchloridlésung gleicher Calciumkonzentration, zu einer 
quantitativen Ausfallung von Calciumoxalat kommt. Harn II mit einem 
Calcium/Magnesium-Quotienten von fast 1,0 verhindert die Fallung 
starker als Harn I mit einem Ca/Mg-Quotienten von 3,4. Je patho- 
logischer die Oxalatkonzentrationen werden, desto weniger wird die Aus. 
kristallisation von Calciumoxalat beeinfluBt. 


Tab. 1. Titrationsergebnisse von Oxalatfillungen mit Harn und Calciumchorid- 
lésungen gleicher Calciumkonzentration; Mittelwerte in ml n/100-KMnO,. 

















Calciumchloridlésungen Harn I Harn II 
Im Ansatz: | mg% Ca: 20 12 19,2 11,2 
mg% Mg: — — 5,6 10,4 
Oxalat- n/2000 0,42 0,39 0,19 0,09 
konzentration n/800 1,21 1,19 1,02 0,1 
im Ansatz n/500 1,94 1,96 1,81 0,66 
Fallungszeit 1 Stde., Temp. 37°. 
n/2000 Ox. .... 0,5 ml 
Theoretisch entsprechen 10 ml 7/800 Ox. . . . . 1,26 ml n/100 KMnO, 


n/500 Ox. ... . 2,0 ml 
Herstellung der Einzelansitze siehe Text. Physiolog. Oxalatkonz. im Harn 
n/800—n/2000; patholog. Oxalatkonz. im Harn n/800—n/100. 


Tab, 2. Titrationsergebnisse von Oxalatfillungen mit Harn, die durch 
Kolloide und Kristalloide beeinfluBt sind; Mittelwerte in ml n/100-KMnO,. 
























Oxalatkonzentration 
Zusiitze n/2000-+- n/800-+- 
Harn I Harn II 
2S SE an eee rye eS 0,19 1,02 
LO sa an 0,17 1,0 
SPR ea cs. sy SoG a eS Ws 0,21 1,04 
Natriumcitrat. ......... 0,12 0,86 
Hyaluronsiure ......... 0,17 1,0 
Chondroitinschwefelsiure .... . 0,18 1,02 
Desoxyribonucleinsiure .... . 0,15 1,0 
CNT ee cn 0,17 1,01 
Polyvinylpyrollidon ....... 0,21 1,02 
POWGeKPOSS 2. ww 0,2 1,0 
Magnesiumchlorid ........ 0,08 0,1 
Natriumchlorid ......... 0,09 0,85 
prim. Natriumphosphat .... . 0,14 0,98 
HAIG oc kk ce 0,09 0,7 
Kaliumchlorid. ......... 0,14 0,9 


Fallungszeit 1 Stde., Temp. 37°. Harn I hat im Ansatz eine Ca-Konz. von 19,2 mg%, 
und eine Mg-Konz. von 5,6 mg%. — Weitere Einzelheiten siehe Tab. 1. 
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Wird der Harn mit Kristalloiden und Kolloiden angereichert, so 
sieht man (Tab. 2), daB nur die Kristalloide mit Ausnahme des Harn- 
stoffs und der Glucose Oxalat zusatzlich in Losung halten. Das Magne- 
siumchlorid wirkt am starksten. Mit steigender Oxalatkonzentration 
nimmt die Wirksamkeit: der Kristalloide ab. Die Desoxyribonucleinsaure 
ist das einzige hydrophile Kolloid, das, dem Harn zugesetzt, bei n/2000- 
Oxalat die Fallung etwas behindert. 


Diskussion 


Unsere Untersuchungen sprechen erneut dafiir, daB das Calcium- 
oxalat im Harn nicht durch Schutzkolloide sondern durch Kristalloide 
in Lésung gehalten wird. In einem Harn mit einem Calcium-Magnesium- 
Quotienten von fast 1,0 tritt ebenso wie in einer dem Harn entsprechen- 
den Kristalloidlésung! mit einem Calcium/Magnesium-Quotienten von 
1,0 kein Calciumoxalatniederschlag auf. Klemperer und Tritschler‘ 
haben schon 1902 die Bedeutung der Magnesiumionen fiir die Léslichkeit 
von Calciumoxalat im Harn erkannt und eine Erhoéhung des Calcium/ 
Magnesium-Quotienten bei Calciumoxalatsedimenten gefunden. Meyer® 
hat 1929 die Erhéhung des Léslichkeitsproduktes von Calciumoxalat im 
Harn durch die normalerweise ausgeschiedenen anorganischen Kristal- 
loide berechnet. Danach ist Calciumoxalat im Harn von pq 5,6 etwa 
2,5mal léslicher als in Wasser. 

Lichtwitz® glaubte, daB8 Kolloide, zu denen er Chondroitin- 
schwefelsiure, Nucleinsaure und Proteine rechnete, die abnorme Lés- 
lichkeit von Calciumoxalat im Harn bedingen, da in Harndialysaten, 
die auf das Ausgangsvolumen eingeengt wurden, Calciumoxalat ausfiel. 
Er macht aber keine analytischen Angaben iiber die Ionenzusammen- 
setzung des Harnes vor und nach der Dialyse. Wir haben bisher keine 
hydrophilen Kolloide gefunden, die die Calciumoxalatfallung wesentlich 
beeinflussen. Die Nucleinséure, die einzige etwas wirksame hydrophile 
Verbindung, hat im Harn keine Bedeutung, da sie, wie man jetzt weiB, 
nicht ausgeschieden wird’. Ein Einflu8 von Polyvinylpyrollidon (Kol- 
lidon) auf die Léslichkeit von Calciumoxalat im Harn 1aéBt sich nicht 
nachweisen. Von Schutzkolloidwirkungen im Kongorubintest® darf man 
nicht auf eine Beeinflussung der Léslichkeit von Calciumoxalat im Harn 
schlieBen. Wir kénnen die Vermutung von Butt®, Wohlzogen und 


4G. Klemperer u. F. Tritschler, Z. klin. Med. 44, 337 [1902]. 

5 J. Meyer, Z. klin. Med. 111, 613 [1929]. 

6 L. Lichtwitz, Z. exper. Pathol. Therap. 18, 271 [1913]. 

7 B. Flaschentriger, Physiologische Chemie, Bd. II/I b, 8. 1186; J. Springer, 
Berlin-Géttingen- Heidelberg 1954. 

8 KE. Voit u. H. H. Hirsch, Klin. Wschr. 82, 651 [1954]; 33, 806 [1955]; 
Z. Urol. 47, 539 [1954]. 

® A. J. Butt, IV. Congrés internat. d’Evian 1955, Verh.Ber. Vigot Fréres 
Editeurs Paris. 

14* 
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Brandstetter?®, daB Hyaluronsaure die Léslichkeit von Calciumoxalat 
im Harn erhoht, nicht bestitigen. 

Auf Grund unserer Untersuchungen sind wir der Ansicht, daB ¢; 
im Harn nur bei einer verainderten Kristalloidausscheidung zur Cal. 
ciumoxalatsedimentbildung kommen kann. Die Anschauung von Bos. 
hamer}?, daB sich durch Schutzkolloidverminderung im Harn Calcium. 
oxalatsedimente bilden, ist erst dann zu vertreten, wenn man Kolloide 
gefunden hat, die physiologisch ausgeschieden werden und die Léslichkeit 
von Calciumoxalat im Harn mindestens so stark wie die Kristalloide 
steigern. 


Zusammenfassung 


Die Fallung von Calciumoxalat im Harn wird durch Kristalloide, 
vor allem durch Ca- und Mg-Salze im Verhiltnis 1: 1, stark gehemmt. 
Harnstoff und Glucose sowie Kolloide sind ohne EinfluB. - 


Summary 


Crystalloids, primarily Ca and Mg salts in a 1:1 proportion, inter. 
fere strongly with the calcium oxalate precipitation from urine. Urea, 
glucose, and colloids are ineffective. 


1 F. X. Wohlzogen u. W. Brandstetter, Wiener Klin. Wschr. 65, 227 
[1953]. : 
1: K. Boshamer, Lehrbuch d. Urologie, S. 1 ff.; G. Fischer, Jena 1947. 
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Eine Methode zur papierchromatographischen Trennung 
und quantitativ-kolorimetrischen Bestimmung 
der 17-Ketosteroide im Urin 
Von 
P. Gobel, F. Heni und A, d’Addabbo 


Aus der Medizinischen Univ.-Klinik und Poliklinik Tiibingen, 
Direktor: Prof. Dr. H. Bennhold 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1957) 


Fir die Beurteilung der Nebennierenrindenfunktion erscheint im 
Rahmen der klinischen Diagnostik neben den verschiedenen Gruppen- 
reaktionen der Harncorticoide!-* haufig auch eine chromatographische 
Trennung der einzelnen Komponenten wiinschenswert. Dies gilt vor allem 
fir die 17-Ketosteroidfraktion, deren Komponenten Metaboliten von 
Androgenen der Nebennierenrinde und Testes sowie von Cortinen 
darstellen. 


Die von Dingemanse und Mitarbeitern‘»> beschriebene Methode der Adsorp- 
tionschromatographie erfiillte bisher diesen Zweck und hat inzwischen, teilweise 
modifiziert®’, erhebliche Verbreitung gefunden §~1°, 

Eine hierbei haufig anzutreffende unbefriedigende quantitative Trennung des 
Steroidgemisches?"! legte den Gedanken nahe, statt der bisher geiibten Methode 


1 W. Zimmermann, diese Z. 288, 257 [1935]; 289, 91 [1952]; R. D. H. 
Heard, H. Sobel u. E. H. Venning, J. biol. Chemistry 165, 699 [1936]; C. C. 
Porter u. R. H. Silber, J. biol. Chemistry 185, 201 [1950]; R. I. Cox, Biochem. 
J. 52, 339 [1952]; J. K. Norymberski, R. D. Stubbs u. H. F. West, Lancet 
1953, 1276. 

2 W. Dirscherl u. H. Traut, Klin. Wschr. 30, 159 [1952]. 

3 G. Pincus, Endocrinology 32, 176 [1943]. 

4 E. Dingemanse, L. G. Huis in’t Veld u. B. M. de Laat, J. clin. Endo- 
crinol. 6, 535 [1946]. 

5 EK. Dingemanse, L. G. Huisin’t Veld u. S. L. Hartogh-Katz, J. clin. 
Endocrinol. 12, 66 [1952]. 

6 M. H. Pond, Lancet 1951, II, 906; A.S. Zygmuntowicz, M. Wood, 
E. Christo u. N. B. Talbot, J. clin. Endocrinol. 11, 578 [1951]; J. Bauer u. 
J. Karl, Arztl. Forsch. 6, 379 [1952]. 

7 A. M. Robinson, Recent Progr. Hormone Res. 9, 163 [1954] 

8 G. Birke u. L. O. Plantin, Acta med. scand. 148, Suppl. 291 [1954]. 

® G. Birke, C. Franksson u. L. O. Plantin, Acta endocrinol. 18, 201 
[1955]; S. Biagini u. S. Giamporcaro, Fol. endocrinol. 8, 985 [1955]; L. A. M. 
Stolte, J. H. J. Barker u. E. Verboom, Gynaecologia 141, 71 [1956]; M. Zac- 
co, M. Perrini u. A.d’Addabbo, Fol. endocrinol. 9, 781 [1956]; B. J. Allen, 
J. L. Hayward u. W. H. H. Merivale, Lancet 1957, 489. 

1, K. E. Baulieu, L. G. Huis in’t Veld, A. Jaoudé u. M. F. Jayle, 
Acta endocrinol. 26, 153 [1957]. 

11 K, Savard, Recent Progr. Hormone Res. 9, 184 [1954]. 
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auf die Papierchromatographie” zuriickzugreifen. Berichte iiber eine papier. 
chromatographische Trennung von C,,-Harnsteroid-Gemischen auf impriagniertem 
Papier lagen von Savard sowie Rubin und Mitarbeitern!® 1° vor. Hierbei wurde 
allerdings lediglich ihre 3«-Fraktion erfaBt. Bei Trennung des Gesamtextraktes im 
Lésungsmittelsystem von Savard konnte Dehydro-epiandrosteron — nach kin. 
lich erfolgten Angaben von Jayle und Mitarbeitern’®.!? — wahrscheinlich nur im 
Gemisch mit Epiandrosteron nachgewiesen werden. Wir zogen daher andere 
Lésungsmittelsysteme zur Erprobung heran, die bereits zur papierchromatogra. 
pkischen Trennung reiner C,,-Steroide verwandt wurden!§ ~2°, 

Unsere Untersuchungen mit reinem Testosteron, Dehydro-epiandrosteron, 
Atiocholanolon und Androsteron als Gemisch zu gleichen Teilen ergaben bei An. 
wendung von Cyclohexan-Benzol als mobiler Phase eine unzureichende Trennung 
von Dehydro-epiandrosteron und Atiocholanolon. Die auf Testosteron bezogenen 
relativen Wanderungsgeschwindigkeiten betrugen dabei 1,4 fiir Dehydro-epian- 
drosteron mit Atiocholanolon zusammen und 1,77 fiir Androsteron. Bei Entwick- 
lung mit Methylcyclohexan konnten gréBere Unterschiede der relativen Laufzeiten 
festgestellt werden (fiir Dehydro-epiandrosteron 2,1, fiir Atiocholanolon 2,6 und 
fiir Androsteron 4,0), die mit den nach Axelrod?®-?° fiir Dehydro-epiandrosteron 
und Androsteron errechneten annihernd iibereinstimmten. Dementsprechend lief 
sich auch eine bessere Trennung erzielen. Allerdings ging die bessere Trennwirkung 
dieses Lésungsmittelsystems auf Kosten der absoluten Wanderungsgeschwindig. 
keiten der einzelnen Komponenten. Sie betrugen fiir Dehydro-epiandrosteron 0,23, 
fiir Atiocholanolon 0,29 und fiir Androsteron 0,44 cm/Stde. gegeniiber den abso. 
luten Wanderungsgeschwindigkeiten von 1,43 fiir Dehydro-epiandrosteron mit Atio- 
cholanolon zusammen und 1,82 cm/Stde. fiir Androsteron im Lésungsmittelsystem 
von Kochakian}’, Bei gleichbleibender mobiler Phase konnte durch Verminde. 
rung des Impragnierungsmittelvolumens nach Verwendung von Propylenglykol- 
Aceton (1:4) eine gleich schnelle Entwicklung wie bei Kochakian erreicht wer. 
den. Vor allem fanden wir auch eine schirfere Begrenzung der Banden als bei 
48-stdg. Laufzeit und Imprignierung mit Propylenglykol-Methanol. In reinen 
Steroidgemischen betrugen dabei die absoluten Wanderungsgeschwindigkeiten fiir 
Dehydro-epiandrosteron 0,75 —0,86, fiir Atiocholanolon 0,9—1,0, fiir Androsteron 
1,22—1,33 cm/Stde. Die relativen, auf Testosteron bezogenen Wanderungs- 
geschwindigkeiten betrugen fiir die gleichen Komponenten 1,86 und 2,21 so- 
wie 2,92. 

Nach diesen orientierenden Untersuchungen mit Gemischen reiner 
©, -Steroide erschien die Verwendung des Lésungsmittelsystems Pro- 
pylenglykol-Aceton/Methyleyclohexan zur papierchromatographischen 
Trennung der Hauptkomponenten der Urin-17-Ketosteroid-Fraktion in 
einem Arbeitsgang geeignet. Im folgenden seien unsere Methode und die 
Ergebnisse bei ihrer Anwendung geschildert und diskutiert. 


#2 A. Zaffaroni, R. B. Burton u. E. H. Keutmann, Science [New York] 
111, 6 [1950]; R. B. Burton, A. Zaffaroni u. E. H. Keutmann, J. biol. 
Chemistry 188, 763 [1951]. 

13 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 

14K. Savard, Recent Progr. Hormone Res. 9, 185 [1954]. 

16 B. L. Rubin, R. I. Dorfman u. G. Pincus, Recent Progr. Hormone Res. 
9, 213 [1954]. 

16 H. H. Wotiz, H. M. Lemon, Ph. Marcus u. K. Savard, J. clin. Endo- 
crinol. 17, 534 [1957]. 

” F, A. Jaoudé, E. E. Baulieu u. M. F. Jayle, Acta endocrinol. 26, 30 
[1957]. 
18 C. D. Kochakian u. G. Stidworthy, J. biol. Chemistry 199, 607 [1952]. 
19 L. R. Axelrod, J. biol. Chemistry 205, 173 [1953]. 
2 L. R. Axelrod u. G. Arroyave, J. biol. Chemistry 208, 579 [1954]. 
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Methodik 


A pier. 
ortem 


vurde Zur Aufbereitung des Urins wurden folgende Verfahren angewandt: 
es im a) HeiBe, salzsaure Hydrolyse eines Anteils des 24-Stdn.-Urins nach Pincus?! 
I tirz. (0,15 Vol.-Tle. konz. Salzsiure, 7 Min. im kochenden Wasserbad erhitzt) 
ar im mit anschlieBender Atherextraktion. 
ndere b) Enzymatische Hydrolyse und anschlieBende Hydrolyse mit Schwefelsiure 
ogra. bei Zimmertemperatur nach Lieberman et al.*”: Ein Anteil des 24-Stdn.- 
Urins wird 3 Tage bei 37° mit 300 E. 6-Glucuronidase/m/ in Acetatpuffer 

eron, pu 5 bebriitet. Nach Atherextraktion wird zur wiBr. Phase konz. Schwefel- 
| An- siure, entspr. 2-n., zugegeben und nochmals mit Ather 48 Stdn. perforiert. 
nung Die Atherextrakte werden vereinigt. 
ene Der nach a) oder b) erhaltene Extrakt wird mit gesitt. Sodalésung und 10-proz. 
m4 Natronlauge extrahiert, der Atherauszug bis py 7 gewaschen und zur Trockene 
an gedampft. Mit Girards Reagens T *° wird die Ketofraktion abgetrennt. 

. Nach Bestimmung des 17-Ketosteroidgehaltes erfolgt mit jeweils 600—700 ug 


= in Methylenchlorid-Propylenglykol (10:0,5) geléstem Harnextrakt der Auftrag auf 
lied Filterpapierstreifen (3,9 x 56 cm, 2043 b mgl, Schleicher & Schiill), die vorher mit 
" Propylenglykol-Aceton (1:4) als stationirer Phase imprigniert wurden. Die Chro- 
die matogramme werden anschlieBend absteigend mit Methylcyclohexan (gesattigt mit 
) ny Propylenglykol) entwickelt. (Glasbehalter 23 x 20 cm, Hohe 61 cm, gefiillt mit etwa 

£ 1,51 der mobilen Phase.) Nach einer Laufzeit von 3, 6 und 21 Stdn. (Zimmer- 


at temperatur 24—25°) werden die Streifen getrocknet und anschlieBend durch eine 
st so alkalische m-Dinitrobenzol-Lésung (2- anon. Lésung von m-Dinitrobenzol in absol. 
oe Athanol, 30-proz. alkoholische Kalilauge, 3:2) gezogen, dann wieder zur besseren 


co Farbentwicklung bei 40° 10 Min. getrocknet. 
| Eine quantitativ-kolorimetrische Auswertung erfolgt durch Transparent- 


wer- 
bei machen der Papierstreifen in einer Lésung von «-Brom-naphthalin in Paraffinél 
inen (1,3:4), Einlegen zwischen zwei Glasplatten und Auswertung der Farbintensitit 
| tae der einzelnen Banden im Extinktionsschreiber ZeiB II mit Spezialtrager und Filter 
y FE 53. Dabei ist zu beachten, daB die Lange des Transportes fiir diese Streifen- 
eron i g P 
A linge nicht ausreicht, so daB jeweils beim Schreiben eines neuen Abschnittes des 

ngs g J 

4 Streifens der Zusammenhang mit dem vorherigen hergestellt werden mu. Nach 
sO g of 8 


Zusammenfiigung der einzelnen Kurvenabschnitte und Ziehen der Grundlinie kann 
die planimetrische Ausmessung der FlichengréBe der einzelnen Extinktionskurven 
ner § der Banden erfolgen (die Pigmentbande am Start bleibt dabei unberiicksichtigt). 
r0- Auf diese Weise kann der Prozentanteil der FlichengréBe der von einem Chro- 
hen matogramm gezeichneten Extinktionskurven berechnet werden, welche der Kon- 
zentration an vorliegendem 17-Ketosteroid (17-KS) in den einzelnen Banden pro- 
; portional sind. Geringe Unterschiede der Maximalabsorption des innerhalb der ein- 
die | zelnen Zonen gebildeten Farbstoffes spielen bei dem angewandten Verfahren keine 
Rolle. Auf die von Oertel®4 vorgeschlagene Auswertung an Hand einer Andro- 
steron-Eichkurve konnten wir verzichten. 


- Nach Festlegung der Androsteron enthaltenden Bande durch vorherigen Zu- 
“— satz des reinen Steroids zum Auftrag kann die Identifizierung der tibrigen 17-KS- 
positiven Zonen mittels der R4-Werte* auf den Streifen selbst erfolgen. Weitere 
Identifizierung — nach Elution der Steroide von den Filterpapierstreifen ent- 


saieanicician den 17-KS-positiven Zonen und Rechromatographie — durch Ra-Werte 
21 G. Piddilie. J. clin. Endocrinol 5, 291 [1945]. 
22 §. Lieberman , B. Mond u. E.Smyles, Recent Progr. Hormone Res. 9, 

3) | 113 [1954]. 

23 A, Girard u. G. Sandulesco, Helv. chim. Acta 19, 1095 [1936]. 

2. 24 G. Oertel, Acta endocrinol. 16, 263 [1954]. 

‘ea Laufstrecke der fraglichen Bande 

‘ ~Taufstrecke von Androsteron _ 
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und gemischte Identifizierung. Folgende reine Steroide wurden hierzu verwandt: 
Androstandion, 3.5-Cyclo-androstanol-(6)-on-(17)*, Androsteron, Epiandrosteron, 
Atiocholanolon, 4®)-Atiocholenolon*, Dehydro-epiandrosteron, 11-Keto-iatiocho- 
Janolon*, 11-Hydroxy-itiocholanolon*. Auferdem stellten wir die Hydrolysearte- 
fakte von Androsteron (A?-Androstenon) und Dehydro-epiandrosteron (43*>-Andro- 
stadienon und 36-Chlor-A5-Androstenon) her durch Behandlung der reinen Steroide 
wie bei heiBer salzsaurer Hydrolyse des Urins. Eine Acetylierung der vorher ge- 
nannten reinen Steroide, des Atiocholanolons sowie des 11-Keto- und 11-Hydroxy. 
iitiocholanolons geschah mit dem zur Abtrennung nichtketonischer Steroide ver. 
wandten Verfahren nach Girard. Die Riickstinde wurden chromatographiert, 
Hydrolyseartefakte und Monoacetate eluiert bzw. ihre Anteile quantitativ-kolori- 
metrisch bestimmt. 

Einen gewissen Aufschlu8 iiber die Reinheit des 17-KS-positiven Materials 
innerhalb der einzelnen Banden gaben weitere Farbreaktionen und Trennung in 
«- und £-Fraktion: 

a) Schwefelsiure-Chromogen!* 925,26; Vergleich des Absorptionsspektrums 
der Eluate 17-KS-positiver Zonen (ausgenommen V) in 3,5 ml konz. Schwefelsiure- 
lésung mit dem reiner Steroide (Androstandion, 3.5-Cyclo-androstanol-(6)-on-(17), 
Gemisch beider 1:1, Androsteron, Epiandrosteron, Atiocholanolon, 4®)-Atiocho- 
lenolon, 11-Keto- und 11-Hydroxy-atiocholanolon). Kompensationslésung: Eluat 
entsprechender Mengen 17-KS-negativer Zonen in konz. Schwefelsiurelésung bzw. 
konz. Schwefelsiure fiir reine Substanzen. ; 

b) Schwefelsiiure-Alkohol-Chromogen?:*’: Vergleich des Absorptionsspektrums 
17-KS-positiven Materials der Banden I, II und V mit dem von Dehydro-epiandro- 
steron, 36-Chlor-A5-androstenon-(17), 4A?-Androstenon-(17) und 3.5-Cyclo-andro- 
stanol-(6)-on-(17). Kompensationslésung: Eluat entsprechender Mengen der jewei- 
ligen Banden oder reiner Steroide in Schwefelsiiure-Alkohol-Reagens. Quantitativ- 
kolorimetrische Bestimmung *®. 

c) Antimontrichlorid-Reaktion*: Nachweis und quantitative Bestimmung von 
A%11). Androstenolon und 4®%?).Atiocholenolon® im Eluat der Banden III und IV. 

d) Ein nach enzymatischer Hydrolyse mit £-Glucuronidase erhaltener neu- 
traler Harnextrakt (Ausgangsmaterial 21 Urin) wurde — nach Abtrennung der 
Nichtketone — mittels Digitoninfillung?® in «- und §-Fraktion getrennt. Beide 
Fraktionen wurden chromatographiert und die Chromatogramme wie tiblich aus- 
gewertet. Danach konnte der prozentuale Anteil der #-Fraktion am Gesamt-17- 
KS-Gehalt der Banden III und IV errechnet werden. 


Bemerkungen: 

Eine fiir Whatman-Papier erforderliche Vorreinigung!*»!418 2) erweist sich 
nicht als notwendig. 

Die empfohlene Zusammensetzung von Zimmermanns Reagens nebst Ein- 
haltung der weiteren fiir die Farbentwicklung notwendigen Bedingungen gewihr- 
leistet eine optimale Anfarbung der Banden, ohne dai die leeren Anteile des 
Streifens zu stark mitgefirbt werden, wie es bei der Anwendung des Reagens 
nach Kochakian?® der Fall ist. (Wichtig fiir die densitometrische Auswertung 
der Chromatogramme!) 

Statt eines Zusatzes von Androsteron zum Auftrag des Harnextraktes kann 
man sich in den meisten Fallen damit begniigen, die Androsteron enthaltende 
Bande nach der Sequenz visuell festzulegen. Sie ist auf 3- und 6-Stdn.-Chromato- 








PUA: Zaffaroni, Recent Progr. Hormone Res. 8, 51 [1953]. 
*6 §. Bernsteinu R.A. Lenhardt, J. Org. Chemistry 18, 1146 [1953]. 
7 W. M. Allen, S. J. Hayward u. A. Pinto, J. clin. Endocrinol. 10, 54 
(19501. 

28 F. Heni, P. Gébel, L. Ulrich; bisher unveréffentlicht. 

°9 W. R. Butt, A. A. Hanley u. C. J. O. R. Morris, Biochem. J. 42, 447 
[1948]. r 
* Herrn Dr. R. K. Callow danken wir fiir die Uberlassung dieser Steroide. 


to 


























Bd. 311 (1958) Bestimmung der 17-Ketosteroide im Urin 205 





grammen stets die zweite oder dritte, auf 21-Stdn.-Chromatogrammen die erste 
stirker angefirbte Bande. Dadurch wird anschlieBend an die Auswertung die Aus- 
rechnung der #a-Werte auf den Streifen méglich, eine fiir den Routinegebrauch 
nicht zu unterschitzende Erleichterung bei der Identifizierung. 


Eine Identifizierung nach Rr-Werten 


Laufstrecke d. unbek. Steroids .,, . 
grt al anderungsgeschw. d. Standards in cm/Stde. ) ; 


| Rr Laufstrecke d. Standards ) 


wie von Savard?*.!4 empfohlen, erwies sich wegen der hierbei unbedingt not- 
wen: igen Beriicksichtigung der die Laufzeit beeinflussenden Faktoren nicht als 
ginstig. Da auBerdem die Laufzeiten der Steroide im gemischten Chromatogramm 
andere sind als nach Rechromatographie der einzelnen Banden zusammen mit 
einem Standard (Versetzungseffekt!*), ist diese Methode also keineswegs genauer. 


Ergebnisse 


Sowohl nach heiBer salzsaurer Hydrolyse als auch nach enzymati- 
scher Hydrolyse und anschlieBender Siurehydrolyse bei Zimmertempe- 
ratur zeigen die mit jeweils 600--700 wg der Keto-Fraktion eines nor- 
malen Harns beschickten Streifen nach 3 und oft auch nach 6 Stdn. 
Laufzeit eine gute Trennung der Banden I und II (Abb. 1), welche die 
Zimmermann-Reaktion mit violettem Farbton geben. Die tbrigen 
Banden sind auf diesen Chromatogrammen mehr oder weniger gut ge- 
trennt. Bande II ist unterschiedlich deutlich nachweisbar, sie ist haufig 
nur ganz schwach angefarbt. Das 21-Stdn.-Chromatogramm 1]aBt sieben 
zum Teil schwach gefarbte derartige Banden erkennen (siehe ent- 
sprechende Extinktionskurven). 

Als Beispiel fiir die Auswertung der Chromatogramme ist in Abb. la 
und b der Prozentanteil der Flichengr6Ben der von einem Chromato- 
gramm gezeichneten Extinktionskurven bei verschiedenen Hydrolyse- 
verfahren angegeben. Bei heiBer salzsaurer Hydrolyse bildet die im 
wesentlichen Androsteron enthaltende Bande III den Hauptanteil mit 
42,3°,,. Bande IV (Atiocholanolon und Epiandrosteron) betragt 32,4%. 
Dehydro-epiandrosteron (Bande V) betragt 6,9°%, unter Hinzurechnung 
seiner Hydrolyseartefakte in Bande I 7,5°%, (Abzug des Anteils der Mono- 
acetate (III—VII) und des A?-Androstenons von Bande I!). Die 11-Keto- 
und 11-Hydroxy-5«-17-KS (Bande VI und VIII) betragen insgesamt 
3°, die 11-Keto- und 11-Hydroxy-5f-17-KS (Bande VII und IX) 9,4%, 
zusammen 12,4°%. Nach Hydrolyse mit $-Glucuronidase und mit 
Schwefelsiure bei Zimmertemperatur (vereinigte Extrakte) stellt 
Bande IV (Atiocholanolon und Epiandrosteron) mit 44,3°/, den Haupt- 
anteil dar. Bande III (Androsteron) betrigt 26°, Bande V (Dehydro- 
epiandrosteron) 15,3%. Die 11-Keto- und 11-Hydroxy-5a-17-KS 
(Bande VI und VIII) betragen insgesamt 3,7°%, die 11-Keto- und 
11-Hydroxy-5 f-17-KS (Bande VII und IX) 5,4%, zusammen 9,1%,. 

Ein Vergleich der Ergebnisse nach densitometrischer Auswertung der Chro- 
matogramme mit denen nach Bestimmung des 17-KS-Gehaltes der einzelnen 
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6-Stdn.-Chromatogramm. 





Methode d. Hydrol. | 1 | a | 1mt—v | vI—1x 





a 5,7 | 0,6 79,6 14,1 
1,1 86,5 8,2 


















b 4,2 





—= Laufrichtung 












































—=— Laufrichtung 


Fall (a) sowie fiir Hydrolyse mit $-Glucuronidase und Schwefelsiure 
an. (P. = Pigmentbande; I—IX = Banden, siehe auch Tab. 1,) 








eluierten Banden ergab eine befriedigende Ubereinstimmung der Prozentanteile. 
Der nach Elution festgestellte Gesamtbetrag an 17-KS-haltigem Material stimmte 
befriedigend mit dem Auftrag iiberein. 

Die fiir die Identifizierung der einzelnen 17-KS-positiven Zonen auf 
den Streifen notwendigen R,-Werte enthailt Tab. 1. Eine weitere Identi- 
fizierung der 17-KS-positiven Banden nach Rechromatographie nebst 
Priifung des 17-KS-Materials auf Einheitlichkeit und eine approximative 
prozentuale Berechnung vorhandener Teilkomponenten ergaben fol- 
gendes (siehe auch Tab. 1): 


Bande I: Monoacetate und Hydrolyseartefakte (bei heiBer salzsaurer Hy- 
drolyse). Absorptionsspektrum des Eluates von Zone I in konz. Schwefelsiure: 
Maxima bei 310, 340 (I)*, 400, 480 mu, im wesentlichen also tibereinstimmend 


*(D= Inflexion. 











21-Stdn.-Chromatogramm. 
Methode : 5 , ; ; 
d. Hydrol. ia, III I\ V VI VII |} VIII} I 
s. 42,3 | 32,4 6,9 | 1,6 7,4 1,4 | 2 
6-Stdn.- 
Chroma- ia 
ee togramm | 26,0 | 44,3 | 15,3 1,3 3,2 2,4 | 


Abb. 1. Papierchromatographische Trennung der Ketofraktion des Ha 
extraktes eines 36 Jahre alten Mannes im Lésungsmittelsystem } 
pylenglykol-Aceton/Methyleyclohexan nach heifer, salzsaurer Hyig 
lyse. Die Tabellen daneben geben die zugehGérigen °%-Werte fiir dig 





1. Identifizierung der 17-Keto-Steroid-positiven Zonen auf dem Chromatogramm, 


Tab. 
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mit denen von reinem Androsteron und Atiocholanolon (s. Bande III und IV), deren 
Acetate die Hauptkomponenten von Bande I darstellen. Schwefelsiure-Alkohol- 
Chromogen in den nach fermentativer Hydrolyse und Saiurehydrolyse bei Zimmer- 
temperatur gewonnenen Harnextrakten in Bande I negativ, bei den nach heifer 
salzsaurer Hydrolyse gewonnenen Extrakten schwach bliuliche Farbung, Absorp- 
tionsmaximum bei 610 my. 

Nach Untersuchungen mit reinen Steroiden betrug der Anteil an Artefakten 
nach heifSer salzsaurer Hydrolyse fiir 4?-Androstenon 1°% und fiir A*-*-Androsta- 
dienon nebst 38-Chlor-A5-androstenon 11,7%. Der Anteil an acetylierten Steroiden 
nach Girard-Trennung betrug fiir Androsteron-acetat 4,1%, fiir Atiocholanolon- 
acetat 6,8% und fir Dehydro-epiandrosteron-acetat 6,7°%%. Danach kann eine 
approximative Berechnung einer Esterbildung der auf dem Chromatogramm ent- 
haltenen 17-Ketosteroide mit durchschnittlich 5° erfolgen. Unter Zugrundelegung 
dieses Anteils ergab sich in den Chromatogrammen von Harnextrakten nach fer- 
mentativer Hydrolyse oder Saéurehydrolyse bei Zimmertemperatur stets eine be- 
friedigende Ubereinstimmung mit dem tatsichlich erhaltenen Prozentanteil der 
Bande I auf dem Chromatogramm. Demnach diirften alle Monoacetate der auf 
dem Streifen enthaltenen Komponenten aufer denjenigen der 11-Hydroxy-17- 
Ketosteroide in Zone I enthalten sein (siehe Abb. 1b). Bei Chromatogrammen 
aus Urinextrakten nach heifer salzsaurer Hydrolyse stimmte der prozentuale 
Mehrbetrag an 17-KS in Zone I mit dem approximativ errechneten Anteil der 
Bildung von Hydrolyseartefakten von Androsteron und Dehydro-epiandrosteron 
iiberein (siehe Abb. 1a). Dieses wurde quantitativ-kolorimetrisch mit dem 
Schwefelsaure-Alkohol-Test nachgepriift. 

Bande II: 11f-Hydroxy-itiocholanolon-monoacetat und Androstandion. 
(Wahrscheinlich auch 118-Hydroxy-androsteron-acetat und Atiocholandion.) Ab- 
sorptionsspektrum des Eluates von Zone II in konz. Schwefelsiure: Maximum 
bei 300 mu (iibereinstimmend mit dem Absorptionsmaximum von reinem Andro- 
standion in konz. Schwefelsaure, s. a. Axelrod!® und Bernstein*®, hier eben- 
falls gleiches Absorptionsspektrum fiir Atiocholandion in konz. Schwefelsiure). Die 
Beimischung der 118-Hydroxy-Steroidester kann daher nur sehr gering sein. 

Der Schwefelsiure-Alkohol-Test war im Eluat der Bande II von normalen 
Harnextrakten bei simtlichen angewandten Hydrolyseverfahren negativ. Da auch 
das Absorptionsspektrum von 3.5-Cyclo-androstanol-(6)-on-(17) in konz. Schwefel- 
siure (siehe Abb. 2, Kurve a, Maximum bei 305 und 405 my) sowohl allein als 
auch in Mischung mit Androstandion charakteristisch ist (siehe Abb. 2, Kurve b, 
Maximum bei 305 und 405 my), diirfte ebenfalls nach dem von dem Eluat der 
Zone II gewonnenen Absorptionsspektrum in konz. Schwefelsiure keine derartige 
Mischung zu erwarten sein. Dementsprechend fanden wir auch den f.a-Wert von 
3.5-Cyclo-androstanol-(6)-on-(17) mit 1,5 (s = 0,01) nicht mit dem von Andro- 
standion bzw. dem des Eluates von Zone II iibereinstimmend. Eine gemischte 
Identifizierung war nicht méglich. 

Bande III: Androsteron, Epiitiocholanolon und A%')-Androstenolon (bei 
heiBer salzsaurer Hydrolyse). Absorptionsspektrum des Eluates von Zone IIT nach 
siimtlichen Hydrolyseverfahren in konz. Schwefelsiure: Maxima bei 310, 410, 
480 my, befriedigend iibereinstimmend mit dem Absorptionsspektrum von reinem 
Androsteron (Maxima 310, 330 (I), 410, 480 my). 

Bei der quantitativ-kolorimetrischen Bestimmung des 4%11)-Androstenolon- 
anteils im Eluat dieser Zone durch die Antimontrichlorid-Reaktion ergaben sich 
in den Extrakten aus Normalurinen nach heifer salzsaurer Hydrolyse Werte von 
18,4% fiir weiblichen und 16,5% fiir minnlichen Urin. Bei den anderen Hydrolyse- 
verfahren konnte kein 4%!!)-Androstenolon-Anteil nachgewiesen werden. AuBer- 
dem konnten wir in der B-Fraktion der Zone III eines nach fermentativer Hydro- 
lyse gewonnenen Harnextraktes 3° 17-KS-positives Material feststellen. Obwohl 
die Ausbeute fiir eine gemischte Identifizierung mit Androsteron nicht ausreichend 
war, diirfen wir unter der Voraussetzung gleicher Laufzeiten der Epimeren (siehe 
Bande IV) annehmen, da8 es sich um Epiitiocholanolon handelte. (Bei einem 
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RA-Wert von 1,0 auf dem gleichen Chromatogramm R4-Wert von Epiandrosteron, 


das wir gemischt identifizieren konnten, 0,67.) 4 

Bande IV: Atiocholanolon, Epiandrosteron und A%!2)-Atiocholenolon (bei 
heiBer salzsaurer Hydrolyse). Absorptionsspektrum des Eluates von Zone IV in 
konz. Schwefelsiure: Maxima bei 310, 330 (I), 410, 480 my, befriedigend iiberein- 
stimmend mit den Absorptionsmaxima von reinem Atiocholanolon (310, 335 (I), 


410, 480 my). 
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Abb. 2. Absorptionsspektren in 3,5 ml konz. Schwefelsiure: 
a) etwa 180 ug 3.5-Cyclo-androstanol-(6)-on-(17), 
b) etwa 90 ug Androstandion-(3.17) + etwa 90 yg 3.5-Cyclo-androstanol- 


(6)-on-(17), a 
c) etwa 180 ug A%').Atiocholenol-(3«)-on-(17). 


Eine Beimischung von A%2)-Atiocholenolon in Eluaten von Urinextrakten 
nach heifer salzsaurer Hydrolyse ergab keinen Unterschied trotz anderer Lage 
der Maxima (340, 410 (I) mu) (siehe Abb. 2, Kurve c). Der Anteil muBte also 
sehr gering sein. Bei seiner quantitativ-kolorimetrischen Bestimmung durch die 
Antimontrichlorid-Reaktion ergaben sich Werte von 8,6% fiir weiblichen und 19,2% 
fiir mainnlichen Normalurin. Bei den anderen Hydrolyseverfahren konnte kein 
A%11).Atiocholenolon-Anteil festgestellt werden. Die quantitativ-kolorimetrische 
Bestimmung der f-Fraktion in Zone iV eines nach fermentativer Hydrolyse ge- 
wonnenen Harnextraktes ergab 14,3°%, 17-KS-positives Material, das nach Ka- 
Wert (0,67) und gemischter Identifizierung Epiandrosteron entsprach. 

Bande V: Dehydro-epiandrosteron. Schwefelsiure-Alkohol-Chromogen im 
Eluat der Bande V positiv mit blauer Reaktionsfarbe und einem dem reinen 
Dehydro-epiandrosteron entsprechenden Maximum des Absorptionsspektrums bei 
610 mu??8, Ergebnis der quantitativ-kolorimetrischen Bestimmung entsprechend 
den nach Zimmermann quantitativ-kolorimetrisch bestimmten 17-KS. Danach 
diirfte Dehydro-epiandrosteron in Bande V unvermischt enthalten sein. 
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Bande VI: Gemischte Identifizierung nicht méglich, da keine reine Sub- 
stanz zur Verfiigung stand. Nach der von Savard angegebenen Sequenz und 
relativen Wanderungsgeschwindigkeit kénnte es sich um 11-Keto-androsteron 
handeln}%, 

Bande VII: 11-Keto-iatiocholanolon. Absorptionsspektrum des Eluates von 
Zone VII in konz. Schwefelsiiure: Maxima bei 320, 380 (1), 400, 410 (I) my, iiber- 
einstimmend mit den Maxima von reinem 11-Keto-itiocholanolon. 


Bande VIII: 11f-Hydroxy-androsteron. Gemischte Identifizierung nicht 
méglich, da keine reine Vergleichssubstanz zur Verfiigung stand. Absorptions- 
spektrum des Eluates von Zone VIII in konz. Schwefelsiure: Maxima bei 305, 
380, 405 mu entsprechend den von Arroyave und Axelrod?® fir reines 11/- 
Hydroxy-androsteron angegebenen. 

Bande IX: 11f-Hydroxy-itiocholanolon. Absorptionsspektrum des Eluates 
von Zone IX in konz. Schwefelsiure: Maxima bei 320 (I), 350, 450 (I) mu, im 
wesentlichen iibereinstimmend mit den Absorptionsmaxima von reinem 11/- 
Hydroxy-iitiocholanolon (310 (I), 340, 400 (I) my). 


Diskussion 

Beimischungen von A?-Androstenon, 3$-Chlor-45-androstenon und 
A®-5.Androstadienon in Bande I, 4°%)-Androstenolon in Bande III 
und A%4).Atiocholenolon in Bande IV gehen zu Lasten der vorher- 
gehenden heiBen salzsauren Hydrolyse. Die erstgenannten drei stellen 
Hydrolyseartefakte von Androsteron bzw. Dehydro-epiandrosteron dar, 
die letzteren beiden Hydrolyseartefakte von 11-Hydroxy-androsteron 
bzw. 11-Hydroxy-atiocholanolon*®. In diesen Chromatogrammen ist des- 
halb eine rechnerische Korrektur notwendig, um einen Uberblick iiber 
die tatsichlich ausgeschiedenen Corticoide zu erhalten, wenn man nicht 
nach Elution der Banden vom Streifen mit der Schwefelsiure-Alkohol- 
Reaktion? 2’. in Bande I und der Antimontrichlorid-Reaktion in 
Bande III und IV** den Anteil selbst bestimmen will. Auch mit dem 
von Rubin und Mitarbeitern!® angegebenen Verfahren werden lediglich 
semiquantitative Ergebnisse erreicht. Dadurch wird der Wert dieser 
Hydrolyse fiir die Gewinnung von Ketosteroidextrakten fiir genauere 
Untersuchungen eingeschrankt. Dazu kommt noch eine teilweise Pig- 
mentiiberlagerung der Banden VIII und IX, die nach quantitativ- 
kolorimetrischer Auswertung der Chromatogramme sehr pigmentstarker 
Urinextrakte eine Vermehrung des prozentualen Anteils dieser Banden 
vortaéuschen kann. Auf der anderen Seite stellt die Kiirze der zur Ge- 
winnung der Extrakte notwendigen Zeit bei der heiBen salzsauren Hydro- 
lyse einen entschiedenen Vorteil gegeniiber anderen Hydrolyseverfahren 
dar, der besonders fiir den klinischen Routinegebrauch wichtig erscheinen 
dirfte. Weitere Vorteile sind die gegeniiber den anderen Hydrolyse- 
verfahren stets groéBere Ausbeute an 17-KS-haltigem Material und eine 
einwandfreie Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Bei Anwendung dieses 


3 A. Butenandt u. H. Dannenbaun, diese Z. 229, 192 [1934]; E. Ven- 
ning, J. biol. Chemistry 146, 369 [1942]; K. Dobriner, C. P. Rhoads, S. Lie- 
berman, B.R. Hill u. L. F. Fieser, Science 99, 494 [1944]; K. Dobriner, 
Unio int. contra cancrum Acta 6, 315 [1948]. 
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Bestimmung der 17-Ketosteroide im Urin 


Verfahrens zur Untersuchung einer gréBeren Zahl von Normalurinen und 
Berechnung der Schwankungsbreite miBte es méglich sein, auch auf 
diese Weise charakteristische Unterschiede gegeniiber pathologischer 
Harncorticoid-Ausscheidung zu finden. 

Auf den Chromatogrammen von Urinextrakten nach enzymatischer 
Hydrolyse mit 6-Glucuronidase und nach schwefelsaurer Hydrolyse bei 
Zimmertemperatur konnten wir keine Hydrolyseartefakte und kaum eine 
Pigmentiiberlagerung feststellen, so daB sich eine diesbeziigliche Kor- 
rektur ertibrigt. Bande I und II, die eine Mischung von Monoacetaten 
reiner Steroide auf dem Chromatogramm enthalten, brauchen bei der 
Auswertung nicht beriicksichtigt zu werden, da die bei der Girard- 
Trennung?* infolge Essigséurezusatz aufzufindende Menge von Steroid- 
estern stets in einem konstanten Verhaltnis zur Menge der auf dem 
Streifen vorliegenden reinen Steroide steht. Die AuBerachtlassung des 
gleichfalls in Bande II bis héchstens 1° vorhandenen Androstandion 
(wahrscheinlich mit Atiocholandion im Gemisch) bedeutet keinen wesent- 
lichen Fehler. 3.5-Cyclo-androstanol-(6)-on-(17) konnten wir in dieser 
Bande nicht nachweisen. (Die Auffindung dieses Hydrolyseartefaktes von 
Dehydro-epiandrosteron dirfte nach Lieberman” davon abhingen, ob 
im Anschlu8 an die Hydrolyse mit 6-Glucuronidase eine kontinuierliche 
Extraktion bei px 5 durchgefiihrt wird.) 

Eine .Beimischung in Bande III und IV wird durch die #-Fraktion 
infolge strukturabhingiger mangelnder chromatographischer Auflésung 
von Androsteron und Epiatiocholanolon (III) bzw. Atiocholanolon und 
Epiandrosteron (IV) bedingt (s.a.Savard}%). Der nach Trennung der 
a- und $-Fraktion dieser Banden quantitativ-kolorimetrisch bestimmte 
prozentuale Anteil der Epimeren ist allerdings nur sehr gering. Wir 
glauben deshalb, ohne die von Savard*4 und Rubin et al.!® vor- 
geschlagene Trennung des neutralen 17-Ketosteroid-Extraktes in «- und 
b-Fraktion vor der Chromatographie auskommen zu kénnen, da dies 
zugleich auch einen Verzicht auf die Bestimmung des Dehydro-epiandro- 
sterons bedeutet hatte. Unter Beriicksichtigung der geringen Bei- 
mischung (0,8°%, fiir Epiatiocholanolon bzw. 6,3°% fiir Epiandrosteron) 
und im Hinblick auf den klinischen Anwendungsbereich wird dieser Ver- 
lust durch die Auffindung reinen Androsterons bzw. Atiocholanolons 
nicht aufgewogen. 

Dehydro-epiandrosteron lieB sich nur zu einem geringen Teil nach 
Glucuronidasehydrolyse nachweisen, da es im wesentlichen als Sulfat 
ausgeschieden wird**. Dies zeigte auch die bei Zimmertemperatur durch- 
gefiihrte schwefelsaure Hydrolyse mit gleichzeitiger kontinuierlicher 
Ather-Extraktion, welche einen tiberwiegenden Anteil von Dehydro- 
epiandrosteron ergab. Atiocholanolon wird tiberwiegend als Glucuronid 
ausgeschieden und stellt somit den Hauptanteil im Chromatogramm nach 
fermentativer Hydrolyse dar, wahrend Androsteron in geringerer Menge 
als Glucuronid ausgeschieden wird. Der als Sulfat ausgeschiedene Anteil 
von Atiocholanolon und Androsteron zeigte nach saurer Hydrolyse bei 
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drosteron wird also nicht als Glucuronid und Sulfat in gleichen Betragen 
ausgeschieden, wie von Birke und Plantin® angenommen (s.a. Kellie 
und Wade*). Fiir den praktischen Gebrauch ergibt sich daraus, daB eine 
Vereinigung der Extrakte nach beiden Hydrolyseverfahren vor dem Auf. 
trag des Steroidgemisches eine optimale Ausbeute aller Komponenten 
gewahrleistet. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine Methode zur papierchromatographischen Trennung 
der 17-Ketosteroid-Fraktion des Urins, und zwar von Androsteron, Atio. 
cholanolon, Dehydro-epiandrosteron, 11-Keto-androsteron, 11-Keto. 
atiocholanolon, 11-Hydroxy-androsteron und 11-Hydroxy-itiocholano. 
lon, nach verschiedenen Hydrolyseverfahren beschrieben. Als Lésungs. 
mittelsystem dient Propylenglykol-Aceton/Methyleyclohexan. 

2. Die Chromatogramme werden mit dem Extinktionsschreiber Zeif 
quantitativ-kolorimetrisch ausgewertet. 

3. Durch eine fehlende chromatographische Auflésung von An. 
drosteron und Epiatiocholanolon bzw. von Atiocholanolon und Efi- 
androsteron wird bei der Auswertung fiir Androsteron ein Fehler um 1°), 
fiir Atiocholanolon um 6°; bedingt. 

4. Die Methode eignet sich fiir den klinischen Routinegebrauch*. 


Summary 


1. Following various hydrolysis procedures a method is described 
for paper chromatographical separation of 17-ketosteroids of urine, 
namely androsterone, etiocholanolone, dehydroepiandrosterone, 11-keto- 
androsterone, 11-ketoetiocholanolone, 11-hydroxyandrosterone, and 
11-hydroxyetiocholanolone. The system of solvents is propyleneglycol- 
aceton/methylcyclohexane. 

2. The chromatograms are evaluated colorimetrically quantitatively 
with a Zeiss extinction spectrograph. 

3. Since androsterone and epietiocholanolone cannot be separated 
chromatographically, as well as etiocholanolone from epiandrosterone, 
there results an error during the evaluation amounting to 1°, for an- 
drosterone and up to around 6°, for etiocholanolone. 

4. The method is applicable for clinical routine work. 


31 A. Kellie u. A. R. Wade, Acta endocrinol. 28, 357 [1957]. 
* Kine diesbez. detaillierte Arbeitsvorschrift wird an anderer Stelle verdéf- 
fentlicht. 






Zimmertemperatur dementsprechend ein umgekehrtes Verhiltnis. An.p 
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Uber den Einflu8 der Kalium-Ernahrung 


auf die Atmungsvorginge in der Pflanze 
Von 
A. Amberger 


Aus dem Institut fiir Agrikulturchemie der Techn. Hochschule Miinchen-Weihenstephan, 
Direktor Prof. Dr. Ed. Hofmann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Dezember 1957) 


Nach unseren heutigen Kenntnissen! sind Assimilation und Atmung 
eng miteinander verbunden. Es erschien uns daher wichtig, zu unter- 
suchen, welchen EinfluB eine verschiedene Ernihrung der Kultur- 
pflanzen auf die Aktivitét der Oxydationsfermente ausiibt. An Hand 
von umfangreichen Versuchen, iiber die noch ausfihrlich berichtet wer- 
den wird, soll in dieser Mitteilung speziell der EinfluB der Kalidiingung 
auf die Atmungsvorgiinge in héheren Pflanzen behandelt werden. 

Die Versuche wurden an Zuckerriiben- und Rapsblattern ausgefihrt. 
Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, weisen die Pflanzen der Kontroll- 
gruppe ohne Kali, die wihrend der Vegetationszeit deutliche Mangel- 
symptome zeigten, eine stark erhéhte Aktivitiat aller untersuchten Fer- 
mente mit Ausnahme der Katalase auf. Mit zunehmenden Kaligaben 
steigen die Ertrige an, die Fermentaktivitat fallt anfangs rasch, spiiter 
langsamer ab. Uberhdhte einseitige Kaliernahrung (Zuckerriibenblatter, 
Diingungsart 5) fiihrt zu einer Stérung der normalen physiologischen 
Ablaufe, die in einer gewissen Ertragsdepression und einem gleichzeitigen 
neuerlichen Anstieg der Atmung zum Ausdruck kommt. Optimal mit 
Kali ernaihrte Pflanzen erzielen demnach hohe Ertrage bei relativ ge- 
ringer Atmungsintensitat. 

Die Aktivitét der Katalase dagegen andert sich im allgemeinen 
gerade umgekehrt. Da dieses Ferment besonders in den Chloroplasten 
vorhanden ist, diirfte letzten Endes der Chlorophyllgehalt je nach dem 
Grade des Kalimangels (anfangliche N-Uberdiingung oder schon begin- 
nende Blattrandchlorose) fiir die Héhe der Katalaseaktivitiét entschei- 
dend sein. Diese Ergebnisse konnten an einer Reihe anderer Pflanzen 
bestatigt werden. Das nicht in allen Pflanzen vorhandene Phenoloxydase- 
System konnte von uns im Raps nicht nachgewiesen werden. 


1 0, Warburg, Angew. Chem. 69, 627 [1957]. 
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Aktivititen der terminalen Oxydasen in Abhingigkeit. von der Kalium-Diingung 
bei Zuckerriiben- und Rapsblattern. 
































i a 3 | 42 
Eg £4 Eg 534 oh ot | He 
. 25] e5 | 45 | 65 | 88 | 28 | &632 
Diingungsart 8 4 8% =a Be Pol a a w 2 3 
mg K,0/l Nihrlésung < o i & S = 2S Ess 
ea.| “e | ge* 
emm 0, mi 0,04% DIP 5 a 4 
I. Zuckerribenblitter 
a) Aktivitaten 
je 1 g Frisch-Subst. 
1. ohne K,O .... 206 68 224 | 158 192 | 2512 | 31,8 
2. 25mgKh,0 .... 152 46 172 99 176 | 2784] 44,1 
3. 50mgK,0 .... 158 55 124 73 125 | 2800 | 62,6 
4,.100mgK,0 .... 144 - 113 66 151 | 2808} 81,9 
5. 200mg K,0 .... 130 129 69 169 | 2728 | 72,4 
b) Aktivititen 
je 100 mg Trocken-Subst. 
1. ohne K,O..... 129 43 159 | 112 136 | 1779 4,0 
2. 25mgK,0 . .}. . 91 28 125 72 128 | 2020 5,5 
3. 50mgK,0 .... 106 35 102 60 103 | 2308 7,9 
4.100mgK,0 .... 108 _ 90 53 121 | 2246 | 10,7 
5. 200mg K,0O .... 84 - 115 61 151 | 2429 7,9 
II. Rapsblatter 
a) Aktivitiéten 
je g Frisch-Subst. 
1. ohne K,O..... 204 87 - _ 182 | 1642 | 47,7 
2, 256mg EO :. so. 158 35 -- 173 | 1700 | 73,0 
3. 50mgK,0 .... 164 55 - 165 | 1670 | 87,5 
4,100mgK,0O .... 123 ~ 156 | 1700 | 89,8 
5. 200mg K,0 .... 95 _ 116 | 1848 | 107,4 
b) Aktivititen 
je 100 mg Trocken-Subst. 
1. ohne K,O..... 162 63 _ 137 | 1237 5,1 
2. 23>meK,0 .... 106 23 120 | 1181 7,9 
3. 50mgK,0 .... 105 34 - 103 | 1046 9,3 
4.100mgK,0 .... 74 — 101 | 1096 | 10,2 
5. 200mgK,0 .... 72 ~~ - 81 | 1292; 11,7 


E. Hofmann und Mitarbeiter? wandten sich in besonderem Mabe 
der Frage zu, in welcher Weise der Gehalt bzw. die Aktivitaét der Fer- 
mente in der Pflanze durch deren Ernihrung beeinfluBt werden kann. 
An Hand umfangreicher Untersuchungen an landwirtschaftlichen Kul- 


u. E. Latzko, Biochem. Z. 821, 476 [1951]; H. Scheck, Z. Pflanzenernahr., Diing., 
Bodenkunde 66, 209 [1953]; A. Amberger, Biochem. Z. 828, 437 [1953]; Z. 
Pflanzenernihr., Diing., Bodenkunde 66, 211 [1954]; Landwirtsch. Forsch. 6. 
Sonderh. 134 [1955]. 
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einer Hemmung des hydrolytischen Abbaues (Carbohydrasen und Pro- 
teasen) und gleichlaufend damit zu einer Ertrags- und Qualitatsverbes 
serung fiihren. Auf Grund unserer Ergebnisse zeigen die Fermente der 
terminalen Oxydation ein den Hydrolasen paralleles Verhalten. 

Diese durch Kalidiingung verursachte gleichsinnige Beeinflussung 
der Aktivitét der untersuchten Fermentgruppen in der Pflanze kann 
nur zum Teil mit Verinderungen des Quellungszustandes des Plasmas 
und damit auch der Tragersubstanz der Enzyme im Zusammenhang 
gebracht werden. 


Methodik 


Das Pflanzenmaterial stammte aus Wasserkulturen mit jeweils 4—6 Parallelen 
je Dingungsart. 

Zusammensetzung der Grundnihrlésung nach v. d. Crone (modifiziert) je 
11 H,0: 


1,0 g Ca(NOs), 1 mg Mn als MnCl, -4H,O 

0,5 g Ca,(PO,). (Merck) 0,35 mg Cu als CuSO,-5H,O 

0,5 g MgSO,-:7H,O 0,35 mg Zn als ZnSO,:7H,O 

0,5 g CaSO,:2H,O 0,17 mg B als H,BO, 
14 mg Fe als Eisencitrat 0,035 mg Mo als Na,MoO,:2H,O 


K,0-Gabe als KCl mit Ausgleich des Cl als CaCl,. 

3—5 g frisches Griinmaterial wurde zur Bestimmung der Cytochromoxydase 
mit wenig Puffer, fiir alle iibrigen Fermente mit Wasser unter Zugabe von gerei- 
nigtem Quarzsand verrieben, durch Glaswolle filtriert und von dem Pflanzensaft 
0,5—1 ml fiir die Enzymansiitze verwendet. 


Ansiitze : 

Ascorbinatoxydase: Bestimmung manometrisch in der Warburg- 
Apparatur bei 25°; HauptgefaB: 1 mJ Pflanzensaft + 1 ml m/10-Citronensiure- 
Phosphatpuffer (px 5,6) ; im EKinsatz: Mit Kalilauge getrinktes Filterpapierrdéllchen ; 
Seitenarm: 1 ml 0,5proz. Ascorbinsiurelésung (bzw. Wasser in den Kontrollen); 
Angabe der Aktivitit in cmm O,-Verbrauch (nach Abzug des Kontrollwertes) 
je 30 Min. MeBzeit. 

Cytochromoxydase: Bestimmung manometrisch in der Warburg-Appa- 
ratur bei 25°; Hauptgefa8: 1 ml Cytochrom c-Lésung (= 2 mg Cytochrom c) 
0,8 ml gepufferter Pflanzensaft, 1,2 ml m/10-Phosphatpuffer (pH 7,4) + mit Kali- 
lauge getriinktes Filterpapier im Einsatz; Seitenarm: 0,75 ml 0,33-m. p-Phenylen- 
diamin (PPD) gelést in Phosphatpuffer, px 7,4. 

Angabe der Aktivitit in cmm O,-Verbrauch (nach Abzug des Autoxydations- 
wertes von PPD durch Extrapolation nach E. C. Slater® je 20 Min. Mefizeit. 

Phenoloxydasen (titrimetrische Bestimmung nach W. H. Miller und 
C. R. Dawson‘): 20 ml einer Lésung von 100 mg Brenzcatechin bzw. Pyrogallol 
und 20 mg Ascorbinsiure in 100 ml m/10-Phosphatpuffer (py 6,8) + 0,2 b's 0,3 ml 
Pflanzensaft bei 25° im Wasserbad. Nach 10 Min. Abstoppen der Reaktion mit 4 ml 
18-proz. Metaphosphorsiure-Lésung und Titration mit 0,04-proz. Dichlorphenolin- 
dophenol-Lésung. Angabe der Aktivitait: Verbrauchte Menge Ascorbinsiure, aus- 
gedriickt in ml 0,04-proz. Dichlorphenolindophenol-Lésung (DIP). 

Peroxydase (titrimetrische Bestimmung nach A. Purr®: 10 ml Citronen- 
siiure/Oxalsiure/Phosphatpuffer-Gemisch (py 5,0) + 4 ml n/20-L-Ascorbinsiure + 
5 ml n/10-H,O, + 1 ml 0,5- proz. o-Tolidin-Lésung + 0,2 bis 0,3 ml Pflanzensaft auf 


3 £,C. Slater, Biochem. J. 44, 305 [1949]. 
4 O. Hoffmann-Ostenhoff, Enzymologie, Springer-Verlag, Wien 1954. 
5 A. Purr, Biochem. Z. 321, 1 [1950]. 
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50 ml Vol. aufgefiillt, bei 25° im Wasserbad. Nach 10 Min. werden 10 ml der Ansatz- 
lésung in eine Vorlage von 2,5 mi 2-n. H,SO, pipettiert und mit n/250-J-Lésung 
und Starke als Indikator titriert. Angabe der Aktivitit: Verbrauchte Menge 
Ascorbinsiure, ausgedriickt in ml n/250-Jodlésung. 

Katalase (titrimetrische Bestimmung nach Jolles und K. G. Stern‘): 
10 ml m/15-Phosphatpuffer (py 7,0) + 5 ml 0,14-n. H,O, + 0,2—0,3 ml Pflanzen. 
saft, auf 50 ml Vol. aufgefiillt und in Eiswasser gestellt. Nach 10 Min. werden 5 ml 
von der Ansatzlésung in eine Vorlage von 10 m/ 1-proz. KJ-Lésung + 1 ml gesiitt. 
Molybdanlésung (zur Beschleunigung der Freisetzung des elementaren Jods) + 3 ml 
33-proz. H,SO, gebracht und mit n/200-Na,S,O, + Stirkelésung titriert. 

Angabe der Aktivitaét in verbrauchter Menge H,O,, ausgedriickt in ml n/200. 
Na-Thiosulfat. 





Zusammenfassung 


Ernahrung mit steigenden Kaligaben fiihrte in den Blattern von 
Zuckerriiben und Raps zu einer Abnahme der Aktivitaét der an der 
Endatmung beteiligten Oxydationsfermente (Ascorbinatoxydase, Cyto- 
chromoxydase, Phenoloxydasen und Peroxydase). Mangelhafte wie auch 


rel 
einseitig hohe Kaliumernéhrung ist gekennzeichnet durch eine starke ein 
Betonung der Oxydationsvorginge in der Pflanze. Die Katalaseaktivitat ws 


zeigt einen weniger einheitlichen, im ganzen aber eher umgekehrten 
Verlauf, der mit der engen Beziehung dieses Fermentes zum Chlorophyll- Bi 


gehalt zu erklaren sein diirfte. eiv 
Ks 
: Summary es 
Nutrition of sugar beet and rape with increasing amounts of potas- Te 
sium resulted in a decrease of activity of oxidative enzymes necessary un 
for the terminal aerobic metabolic steps (ascorbic acid oxidase, cyto- 
chrome oxidase, phenol oxidases, and peroxidase). Deficient as well as Re 
abnormally high potassium nutrition of plants is characterized by mea- dei 
surable changes of the oxidative processes. The catalase activity behaves un 
less uniformly, but rather runs inversely. The latter observation may aul 
be explained by that enzyme’s close relationship to the content of ZW 
chlorophyll. 


6 E. Bamann u. K. Myrbick, Methoden der Fermentforschung, Verlag 
Thieme, Leipzig 1941, S. 2621. 
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‘xperimentelle Beeinflussung der Tripeptidaseaktivitat 
des Rattenserums durch Behandlung der Tiere 
mit mannlichem Sexualhormon 


Von 
Reinhard J. Haschen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Halle (Saale), 
Direktor Prof. Dr. Hanson 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15, Januar 1958) 


In vorhergehenden Untersuchungen! beschaftigte uns das Problem 
der Beziehung von Tripeptidaseaktivitaét des Serums (STP) und EiweiB- 
umsatz. Es stellte sich heraus, daB nach einer mehrwoéchigen Vorperiode 
mit Normalfutter von 15% EiweiBgehalt die Umsetzung auf eiweib- 
reiches Futter (40°, EW) zu einer voriibergehenden Erhéhung, auf 
eiweiBarmes Futter (5°%, EW) im Verlauf von 2—3 Wochen zu einer Er- 
niedrigung und auf eiweiBfreies Futter zu keiner gesicherten Abweichung 
der STP fihrte. In einem weiteren Versuch, in dem gleichzeitig die N- 
Bilanz verfolgt wurde, nahm nach einem Wechsel von eiweiBreicher zu 
eiweiBarmer Diait bzw. umgekehrt die STP voriibergehend zu bzw. ab. 
Es wurde deshalb auch ein Zusammenhang zwischen STP und N-Bilanz 
vermutet. Statistisch ergaben sich relativ hohe, aber nicht signifikante 
Teilkorrelationen zwischen STP und N-Resorption einerseits und STP 
und N-Retention andererseits. 

In der vorliegenden Untersuchung wurde die seit den Arbeiten von 
Reifenstein?, Kochakian® u. a. bekannte proteinanabole Wirkung 
des mannlichen Sexualhormons bzw. seiner Derivate ausgenutzt, um 
unter gleichbleibender Diat eine gesteigerte N-Retention zu erzielen und 
auf diese Weise die mit der N-Bilanzmethode festgestellte Beziehung 
zwischen EiweiBumsatz und STP eventuell zu bestatigen. 


Material und Methodik 


Von 16 mannlichen weiBen Ratten aus institutseigenem Stamm im 
Gewicht von 167—210 g wurde die Halfte kastriert, die andere Halfte 
scheinoperiert. Bei der Kastration wurde der abdominale Zugang benutzt. 
In Athernarkose wurde nach medianer Inzision oberhalb der Symphyse 
jeweils ein Hoden herausluxiert und nach Abbinden des Samenstranges 
samt dem begleitenden Fettgewebe reseziert. Die Muskulatur wurde mit 
Katgut, die Haut mit Seide vernaht. Bei der Scheinoperation wurde 
analog verfahren, jedoch die Hoden nach Luxation wieder reponiert. 


1H. Hanson u. R. J. Haschen, diese Z. 310, 227 [1958]; R. J. Haschen, 
Wiss. Zeitschr. d. Martin-Luther-Universitat (im Druck). 

2 E. C. Reifenstein, The protein anabolic activity of steroid compounds, 
Josiah Macy jr. Foundation, New York 1942. 

3 C.D. Kochakian, Amer. J. Physiol. 16, 53, 62, 66 [1950]. 
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Das Futter, auf das die Tiere bereits 3 Wochen vor der Operation ve- 
setzt worden waren, enthielt 22 Tle. Rohcasein, 55 Tle. Kartoffelstarke, 
8 Tle. Pflanzenél, 4 Tle. Salzgemisch II nach Steenbock, 1 TI. Leber. 
tran und 10 Tle. Kleie, dazu 300 Tle. Leitungswasser, mit denen cer 
Stairkeanteil verkocht wurde, bevor die iibrigen Bestandteile hinzugefiigt 
wurden. Das Trockenfutter enthielt 18°, EiweiB. Zur Deckung des Vit- 
aminbedarfes wurde einmal wéchentlich 0,2 g getrocknete Bierhefe zu- 
sitzlich verabreicht. Die Futtertagesmenge betrug 40 g. Eine zusitzliche 
Wasserzufuhr eriibrigte sich. 

Die STP wurde nach einer friiher mitgeteilten papierchromato- 
graphisch-quantitativen Methode* bestimmt. Sie erfordert nur kleine 
Serummengen und erméglicht daher fortlaufende Bestimmungen an 
einzelnen Tieren. Die Bebriitungsansitze waren beziiglich des Sub- 
strates (DL-Leucyl-glycyl-glycin) 0,05-m., beziiglich des Puffers(Veronal- 
puffer, px 7,8) 0,027-m. und enthielten 1/,, ihres Gesamtvolumens 
Serum. Bebriitungsdauer: 70 Minuten. Doppelbestimmung des freigesetz- 


ten Leucins. Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten 1. Ordnung 


100 


als K, = 1/Min. log To ; x = proz. Hydrolyse der L-Komponente. 


J—ax 
Beziiglich der Spezifitat des verwandten Substrates s. |. ¢.5. 

Die Ausgangswerte der angegebenen GréBen wurden am 24. und 
27. Tage nach der Operation bestimmt. Dann wurden drei Tage lang tiig- 
lich 2,5 mg Testosteronpropionat (,,Testoviron’’, Schering, Adlershof) in 
0,25 ml und weiterhin 8 Tage lang je 5 mg in 0,2 mi dliger Lésung je der 
Halfte beider Gruppen subcutan injiziert. Den iibrigen Tieren wurde 
statt dessen die gleiche Menge Pflanzen6l verabreicht. 

Ergebnisse 

Ein Vergleich der Ausgangswerte der kastrierten und der schein- 
operierten Gruppe ergab mit Ausnahme der Lymphocytenzahlen, die 
aber schon normalerweise eine groBe Variationsbreite aufweisen, keine 
sichere Differenz. Eine entsprechend der folgenden Behandlung aufge- 
schliisselte Aufstellung dieser Werte findet sich in der folgenden Tabelle. 


Ausgangswerte der 4 Untergruppen. 








} 3 Tripeptidase- ; ’ 
—- ‘aktivitat. Leukocyten Hamatokrit- Gewicht 
mgs | “eo | ome wert ; 
S+T 180,5 + 21,20 | 11908 + 4910 | 47,89 + 3,168 | 189,5 + 10,40 
8 163,3 + 14,17 | 10953 + 1867 | 50,97 + 1,917 | 188,0 + 16,01 
K + T 205,4 + 33,65 | 11963 + 2350 | 47,54 + 2,355 | 190,8 + 11,92 
K 170,0 + 13,98 | 15610 + 4880 | 47,07 + 2,370 | 187,0 + 21.64 

















Gruppenmittelwerte und Standardabweichungen, deren Berechnung die Mittelwerte 

der einzelnen Tiere aus den beiden Vorbestimmungen am 24. und 27. Tage, fiir das 

Gewicht nur die Werte vom 27. Tage nach der Operation zugrunde gelegt wurden. 
* Gruppenbezeichnungen s. Abb. 1. 


4 R. J. Haschen, Clinica chimica Acta 1, 242 [1956]. 
5 H. Hanson u. R. J. Haschen, diese Z. 310, 213 [1958]. 
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Der Einflu8 der Behandlung auf STP und Gewicht ist aus der Ab- 
bildung ersichtlich. 

Da in friheren Versuchen an Normaltieren mit laufender Bestim- 
mung der STP im Abstand von mehreren Tagen insignifikante Schwan- 
kungen innerhalb der Tiere, aber gesicherte Unterschiede zwischen den 
Tieren gefunden worden waren, wurden in der Abbildung die Versuchs- 
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Gewichts- 
Zunahmeing —>— 
a 


Versuchstage = 
STP-Aktivitat und Gewichtsanderung bei Behandiung kastrierter und scheinope- 
rierter Ratten mit Testosteronpropionat, einschlieBlich Kontrollen. 
Versuchsbeginn = 27. Tag nach der Operation 


A—-A = Kastration (K) 
a—-a = Kastration -+ Testosteronpropionat (K + T) 
oO o . = Scheinoperation (S) 


e—-e = Scheinoperation (S) + Testosteronpropionat (S + T) 
Den Kontrollen wurde eine entsprechende Menge Pflanzendl injiziert. Fiir die Dar- 
stellung der STP wurden zwei Abszissen benutzt, um den Unterschied in den Aus- 
gangswerten der kastrierten und scheinoperierten Gruppe zur Geltung zu bringen, 
und die Standardabweichungen der Mittelwerte angegeben. 


werte in Prozent der Ausgangswerte angegeben, um den Vergleich zwi- 
schen hormonbehandelten und Kontrolltieren zu erleichtern. Die Aus- 
wertung mittels des t-Testes* ergibt fiir die kastrierte und die schein- 
operierte Gruppe eine signifikante (p < 0,05) Erniedrigung der STP bei 
den hormonbehandelten Tieren im Vergleich zu den entsprechenden 
Kontrollen am 3. und 6. Versuchstag. 

Das Gewicht ist fiir die Dauer der Hormonbehandlung gegeniiber den 
Kontrollen erhéht. Von den hier nicht wiedergegebenen GréBen schwank- 
ten die Leukocytenzahlen nur insignifikant, wahrend die Hamatokrit- 
werte der hormonbehandelten Tiere deutlich héher als die der schein- 
behandelten lagen. 


* §. Koller in H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, Springer-Verlag, 
Eerlin 1956. S. 1200. 
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Besprechung 


In dem eingangs erwahnten Versuch! hatte sich eine negative Teil- 
korrelation zwischen STP und N-Bilanz ergeben. Da jedoch die Bilanz- 
iinderung durch eine einschneidende Anderung der EiweiBzufuhr hervor. 
gerufen worden war, lieB erst die rechnerische Isolierung die genannte 
Beziehung deutlich hervortreten. Obwohl im vorliegenden Versuch die 
N-Bilanz nicht speziell untersucht wurde, darf nach den Untersuchungen 
von Kochakian? u. a. angenommen werden, daB die N-Retention die 
einzige Variable darstellt, waihrend die N-Resorption praktisch als kon- 
stant betrachtet werden kann. Die durch Testosteronpropionat erzielte 
Steigerung des EiweiBansatzes wird durch die Gewichtskurven nur un- 
vollkommen widergespiegelt, da der Effekt der N-Retention nach Ko- 
chakian® durch einen gleichzeitigen Fettabbau zum Teil kompensiert 
wird. Jedenfalls aber bestatigt dieser Versuch unsere friiher geaéuBerte 
Ansicht, daB eine Erhéhung der N-Retention bzw. eine Steigerung des 
EiweiBansatzes mit einem Absinken der STP einhergeht. Dies ist jedoch, 
wie im friiheren Versuch, nur voriibergehender Natur. Es sind daher 
zusitzliche Mechanismen, wie z. B. eine Drosselung der Inaktivierung 
oder Elimination der STP, zu postulieren, die die relativ rasche Wieder- 
herstellung des Ausgangsniveaus bewirken. Hypothetisch bleibt auch das 
Wesen des Zusammenhangs zwischen Erhéhung des EiweiBansatzes und 
Erniedrigung der STP. 


Zusammenfassung 


Bei kastrierten und scheinoperierten mannlichen Ratten wurde die 
Tripeptidaseaktivitat des Serums (Substrat: DL-Leucyl-glycyl-glycin) 
durch Injektionen von Testosteronpropionat voriibergehend um etwa 
30° gesenkt. Die Differenz zu analog behandelten Kontrollen war dabei 
signifikant (p < 0,05). 

Angesichts friherer Untersuchungen darf ein Zusammenhang zwi- 
schen diesem Befund und der proteinanabolen Wirkung des Hormons 
angenommen werden. 


Summary 


In castrated and sham-operated rats the tripeptidase activity 
of serum (substrate: DL-leucyl-glycyl-glycine) was lowered temporarily 
by about 30% after injection of testosterone propionate. Analogously 
treated controls showed a significant difference (p < 0.05). 

In view of earlier investigations it may be assumed that there is a 
connection between this observation and the protein anabolic effect of 
the hormone. 
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Papierchromatographische Bestimmung 
einiger kurzkettiger Dicarbonsduren im Harn 
Von 
Karlheinz Stalder 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) 
der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 


Der Schriftleitung zugegangen am 20. Januar 1958 


Malonsiure!, Methylmalonsaure®*4 und Bernsteinsdure® finden sich 
regelmaBig in Spuren im Harn. Wahrend im Falle der Bernsteinsaure, die 
als Glied des Citronensaéurezyklus im Stoffwechsel stiindig gebildet und 
abgebaut wird, seit lingerem geklart ist, daB die kleinen ausgeschiedenen 
Mengen von den Riickresorptionsmechanismen der Niere nicht erfabt 
wurden, gibt es, was die Herkunft der Malonsaure und der Methylmalon- 
siure anlangt, nur wenig Anhaltspunkte. 

Fiitterungsversuche kénnen zur Kiaérung nur beitragen, wenn es 
gelingt, die sehr kleinen Mengen der angefiihrten Dicarbonsauren hin- 
reichend genau im Harn zu bestimmen. 

Die bei der friiher beschriebenen Isolierung der Malonsaure! und 
der Methylmalonsiure* aus Harn eingeschlagenen Wege, die verschiedene 
Extraktionen und chromatographische Trennungen einschlossen, erlaub- 
ten nur eine sehr grobe quantitative Abschatzung. 

Das im folgenden angegebene sehr vereinfachte papierchromato- 
graphische Verfahren erfaBt etwa 70°, der gesuchten Sauren. Zur Be- 
stimmung werden nur sehr kleine Harnvolumina ben6tigt; so ist es még- 
lich, Reihenuntersuchungen durchzufihren, die allein den gewiinschten 
AufschluB geben kénnen. 

Ausgegangen wird wie bei friiheren Arbeiten?* vom Atherextrakt 
des angesiuerten Harns. Das Extraktionsmittel, fliichtige Sauren und 
petrolaitherlésliche Substanzen werden entfernt. Die Abtrennung der ge- 
suchten Dicarbonséuren aus dem so gewonnenen Rohsaéuregemisch ge- 
lingt durch aufeinanderfolgende Papierchromatographie in den Lésungs- 
mittelgemischen Athanol/Ammoniumcarbonatpuffer 5:2 (v/v) und Iso- 
amylformiat/Wasser/Ameisensaure 11:1:2 (v/v/v). Athanol/Ammoniak- 
Gemische sind schon mehrfach zur Chromatographie organischer Séuren 


1K. Thomas u. H. Kalbe, diese Z. 298, 239 [1953]. 

2 E. Boyland u. A. A. Levi, Biochem. J. 30, 2007 [1936]. 

3 K. Thomas u. K. Stalder, Chem. Ber. 90, 970 [1957]. 

4K. Thomas, H. Kalbe, J. Nagaiu. K. Stalder, diese Z. 808, 213 [1957]. 
5 G. Weitzel, diese Z. 282, 175 [1947]. 
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herangezogen worden®. Der von Fewster und Hall? und von Kalbe 
vorgeschlagene Zusatz von Puffer an Stelle einfachen Ammoniaks fiihrt 
zu besser konzentrierten Flecken sowie zu besserer Reproduzierbarkeit 
der Ergebnisse und ist besonders im Hinblick auf die méglichen qualita- 
tiven und quantitativen Verschiedenheiten biologischen Materials vor. 
zuziehen. Mit dem basischen Athanol lassen sich Malon-, Methylmalon. 
und Bernsteinsdéure gut voneinander und von einem groBen Teil weiterer 
im Rohsauregemisch enthaltener Siuren trennen; es werden damit, wie 
bei praparativer Papierchromatographie iiblich, Fraktionen _isoliert, 
die in einem zweiten Lauf im sauren Lésungsmittelgemisch weiter auf- 
getrennt werden. Das dabei benutzte, von Kalbe® angegebene saure 
Isoamylformiat hat sich schon bei einer Reihe Arbeiten zur Isolierung 
und Identifizierung von Dicarbonséiuren bewahrt®* *. Durch Wahl ent- 
sprechender aliquoter Anteile kénnen bei diesem zweiten Lauf die im 
urspriinglichen Séuregemisch bestehenden erheblichen Konzentrations- 
unterschiede so ausgeglichen werden, dai jeweils sowohl gut sichtbare, 
wie gut abgrenzbare Flecken erhalten werden. 

Quantitative Auswertung ist mit Hilfe des von Fisher, Parsons 
und Morrison?!® gefundenen Zusammenhanges von Fleckgr6Be und 
Logarithmus der Konzentration méglich. Bei der gewahlten Anordnung 
k6onnen die zur Anlegung von Eichkurven notigen Vergleichssubstanzen 
auf dem gleichen Bogen mitlaufen. 

Durch Kontrolle in einem weiteren Lésungsmittelgemisch (Xylol/ 
Phenol/Ameisensaure 7:3:1 v/v/v)® nach Eluieren der ausgeschnittenen 
Flecke mit Aceton wurde die Einheitlichkeit der Substanzen sicher- 
gestellt. 


Tab. 1. Parallelbestimmungen in genau halbierten Ansaitzen (4-Tage-Sammelharn 
von 10 Ratten) Halfte a ohne Zusatz, Halfte b mit bekanntem Zusatz der zu be- 
stimmenden Sauren. 

















adi ’ gefundene Menge (mg) | 7. wieder- 
Saure Versuch rm | b Zusatz (mg) gefunden (%) 
Malonsiure 1 0,11 2,27 3,0 12 
2 0,42 0,83 0,5 82 
Methyl- 1 0,30 2,40 3,0 70 
malonsaure 2 0,32 2,06 3,0 58 
Bernstein- 1 5,50 16,0 15,0 70 
sdure 2 5,16 17,8 15,0 84 


6 A. G. Long, J. R. Quayle u. R. J. Stedman, J. chem. Soc. [London] 
1951, 2197; R. J. Cheftel, R. Munier u. M. Macheboeuf, Bull. Soc. Chim. biol. 
34, 380 [1952]. 

7 M. E. Fewster u. D. A. Hall, Nature [London] 168, 78 [1951]. 

8 H. Kalbe, diese Z. 297, 19 [1954]. 

§ J. Katzu. I. L. Chaikoff, J. Amer. chem. Soc. 77, 2659 [1955]. 

10 R. Fisher, D. Parsons, G. A. Morrison, Nature [London] 161, 764 
[1948]. 
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Bestimmung kurzkettiger Dicarbonsiuren im Harn 





223 


Tab. 2. Im Tagesharn von Mensch und Ratte vorkommende Malon-, Methylmalon- 





























Herkunft K6rper- Gefundene Methylmalon- | Bernsteinsaure 
des gewicht Malonsaure saure 

Harns (kg) (mg) (mg) (mg) 
Mensch 57 0,34 3,9 9,1 
Mensch 76,5 0,25 1,47 9,35 
Ratte 0,29* 0,006 0,015 0,275 
Ratte 0,29* 0,021 0,016 0,26 

* Durehschnitt im wntersuchten Kollektiv. 


Die quantitative Leistungsfahigkeit der Methode wurde durch Kon- 
trollbestimmungen mit Zusatz bekannter Mengen der gesuchten Sauren 
gepriift. Tab. 1 zeigt die gefundenen Werte. 

Auch im menschlichen Harn wurden Bestimmungen durchgefiihrt. 
Ein Vergleich der im Ratten- und im Menschenharn gefundenen Di- 
carbonséuremengen zeigt (in Abb. 1 am Beispiel der Malonsaure), dai 
die von Rubner! formulierte Oberflichenregel auch fiir die Spuren- 
siuren des Harns in brauchbarer Naherung gilt. Dieser Befund kann bei 
der Gegeniiberstellung von Tierversuchen und Befunden am Menschen 
von Interesse sein. 

Die beschriebene Bestimmungsmethode hat sich weiterhin im Rah- 
men von Fiitterungsversuchen zu den oben angefiihrten Fragestellungen, 
bei denen Ratten als Versuchstiere dienten, als brauchbar erwiesen”. 









| 06 
Abb. 1. Malonsiuremengen im 24-Stdn.-Harn == f 05. NS 
ee S 0064 @ NS 
von Mensch (volle Saule) und Ratte, bezogen & s N 
auf Kérpergewicht (links) und Kérperober- = = Ou N 
fliche (rechts). Letztere wurde fiir die Ver- S s N 
suchspersonen aus dem bekannten Nomo- $ aoe § 03 N 
gramm! entnommen, fiir die Ratte nach % ] SN 
Vierordt-Meeh™ als K G’* errechnet. > N 
K = 0,09115. Es ergibt sich fiir die Versuchs- a2, NS 
personen 1,67 m? und 1,89 m2; fiir die Ratte a2) N. 
0,0399 m®. a MNS 
\ 
SS 











1M. Rubner, Z. Biol. 19, 535 [1883]; vgl. auch Lang- Ranke, Stoffwechsel 
und Ernahrung, Springer Verlag, Heidelberg 1950, III, 4. 

12 K. Thomas u. K. Stalder, diese Z., im Druck. 

13 B. Kommerell, Z. exp. Med. 79, 184 [1931]; s. auch z. B. 1. ¢."5. 

14 Vierordt-Meeh, zit. nach W. M. Krogman, Growth of man, in Tabulae 
biologicae XX, Junk, den Haag 1941, S. 693. 

18 A.v.Muralt, Einfihrung in}die prakt. Physiologie, 3. Aufl., Springer 
Verlag, Heidelberg 1948, S. 263. 
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Sie ist auch fiir andere Dicarbonsiiuren anwendbar, woriiber z. Z. ge. be 
arbeitet wird. 
Herrn Ernst Bohn sei fiir seine sorgfaltige experimentelle Mitarbeit herzlich Et 
gedankt. Tr 
au 
Beschreibung der Methodik 
Zur Durchfiihrung einer Bestimmung im normalen Rattenharn ist der 48-Stdn.. . 
Harn von 10 ausgewachsenen Tieren ausreichend. Nach Ansauern mit H,PO, und 
Filtration durch Kieselgur wird drei Tage mit taglich gewechseltem Ather am Kut- 
scher-Steudel-Apparat extrahiert. Der Riickstand der zusammengefaften, iiber 
Na,SO, getrockneten Atherextrakte wird im Vak. iiber KOH und Paraffinschnitzeln 
von Atherresten und fliichtigen Saéuren befreit. Schwerer fliichtige Fettsauren, Ar 
Benzoesaure usw. werden durch Istdg. Kochen mit 100 ccm Petrolather (Sdp. 40 bis 8 
60°) weitgehend entfernt, der Petrolather durch Faltenfilter abfiltriert. Der Riick- gal 
stand wird in Aceton aufgenommen, mit einer kleinen Menge desselben wird auch 80 
das Filter gewaschen. Auffiillen auf 5 ccm. in 
Zur Durchfiihrung einer Bestimmung im Menschenharn kann etwa mit einem der 
Viertel des Tagesharns gearbeitet werden. Bei den hier ausgefiihrten Bestimmungen Vo 
wurde vom 48-Stdn.-Harn ausgegangen, um von zufilligen UnregelmaBigkeiten ent 
unabhangiger zu sein. . tei 
wil 


Vorfraktionierung 

Liésungsmittelgemisch: Athanol/Ammoniumcarbonat-Puffer* 5:2 (v/v). Pa- gra 

pier S]& S 2043b, HCI—HF-gewaschen. Laufzeit: in Maschinenrichtung 24—28 Tre 
Stdn.; quer zur Maschinenrichtung 40—44 Stdn. 

















Re: 

Tab. 3. Rs-Werte einiger Dicarbon- und anderer physiologisch wichtiger Sauren im 7 

Lésungsmittelgemisch Athanol-Ammoniumcarbonatpuffer 5:2, Papier: Schleicher (di 

& Schiill Nr. 2043b, Laufrichtung quer zur Maschinenrichtung*. Sic 

rea, 

Saure % Rs-Wert ** Saure % Rs-Wert** Fle 

Aus 

Citronen- .. 6 2. + 10,5 PIOBAOON-: os 66 se 59,0 Fle 

Tricarballyl- . ... . 13,0 PACAMIAIT 0.8 Fo, 25, sists: oss 61,5 unc 

Sengon-. 5<. 4 .-. 20,5 eer =. 5 ss 61,5 sch: 

Ween 5 Ss bah 22,5 Ue Se a 72,5 Gey 

MMe. 5 ss we ahs 25,0 Ce. 2 ae oe 82,0 wer 
Se oe eee 32,0 Ameisen-. ...... 89,0 

Methylmalon- ... . 33,5 Lo ae 92,5 Kor 

Bernstein- ...... 44,0 Ree. SL amin 102,0 ten 

Athylmalon- ..... 46,5 Manptt- 64.6) 2.828295 108,5 Ber 
Pamer- fs 52,0 Isobutter- ...... 108,5 

Glutar- ale. 35 am 6 54,0 Ut, as a 110,0 mui 

Methylbernstein- . . . 54,0 La nn ae 112,5 nah 

Furandicarbon-. . . . 57,0 Isovalerian- .... . 113,5 von 
a«-Methyl-butter- ... 116,5 

* Beim Laufen mit der Maschinenrichtung fioden sich besonders fiir die unverzweigten aus 

Dicarbonséuren etwas héhere Rg- Werte. Zon 

** Wanderungsstrecke bezogen auf Sebacinsiiure gleich 100. erhs 

lauf 


Arbeitsgang: Aus dem auf 5 ccm aufgefiillten Rohsiuregemisch wird ein ali- 
quoter Teil auf die Startlinien von zwei Papierchromatogrammen aufgetragen. Es 
ist vorteilhaft, dies in Form einer Reihe Flecken zu tun; die GleichmaBigkeit ist so 


* 1,5-n.Ammoniumcearbonat in 3-n.Ammoniak. 
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besser gewahrleistet. An beiden Randern des Chromatogramms werden Vergleichs- 
substanzen aufgetragen, auf jederseits einen weiteren Fleck zur spiteren Kontrolle 
eine im Verhaltnis zur Gesamtbeteiligung des Bogens stehende Menge Harnexirakt. 
Entsprechend werden die Rander nach beendetem Lauf des Chromatogramms, 
Trocknen, Entfernen des Puffers und Freisetzen der Sauren durch 4stdg. Erhitzen 
auf 110° abgeschnitten und mit Methylrot-Reagenz nach Kalbe® bespriiht. Nach 
diesem Kontrollstreifen (Beispiel: Abb. 2) wird der Bogen in Zonen zerlegt, die im 
Soxhlet erschépfend mit Aceton extrahiert werden. 
Vollstandige Trennung und quantitative 
Auswertung 

Lésungsmittelgemisch: Isoamylformiat/Wasser/ 
Ameisensaure (98—100-proz.) 11:1:2 (v/v/v). Papier 
§ &S 2045b. Laufzeit: 22 Stdn. (absteigend). Arbeits- 
gang: Auf jeden Bogen werden zweimal je 40, 60 und rT | 
80 y der zu bestimmenden Saure (Vergleichssubstanz, 
in Aceton gelést) aufgetragen. Einheitliche GréBe £ * 
der Startflecke wird eingehalten. Von dem bei der , 
Vorfraktionierung gewonnenen Acetonextrakt der 
entsprechenden Zone werden wiederum aliquote An- 
teile aufgetragen; auf die einzusetzenden Mengen 
wird weiter unten im Zusammenhang eingegangen. 

Nach beendigtem Lauf werden die Chromato- 
gramme kurz bei etwa 40° in einem ventilierten 
Trockenschrank getrocknet und bleiben dann 36 bis 
48 Stdn. in einem gut beliifteten Raum hangen, um 
Reste der Ameisenséure zu entfernen. Dieses Ver- 
fahren liefert gegeniiber der friiher geiibten von 
Kalbe® angegebenen Behandlung mit Wasserdampf 
(die natiirlich in kiirzerer Zeit zum Ziele fiihrt) beim Abb. 2. Kontrollstreifen 
Sichtbarmachen der Saureflecke durch Methylrot- (Vortrennung). Links: Test- 
reagenz scharfer begrenzte und weniger veranderte gybstanzen, von oben nach 
Flecke, worauf im Hinblick auf die quantitative ynten: Malon-, Methyl- 
Auswertung besonderer Wert gelegt werden mu8. Die malon-, Bernstein-, Glutar- 
Flecke werden sorgfaltig mit Bleistift angezeichnet giure: rechts Rohsaure- 
und wenn die Bogen trocken geworden sind, ausge- gemisch aus Harn. 
schnitten und auf der Analysenwage gewogen!®, Das 
Gewicht von je zwei Flecken gleicher Ausgangsmenge wird gemittelt. Die Aus- 
wertung kann rechnerisch!’ oder an Hand einer Eichkurve erfolgen. 

Die oben angefiihrte Beziehung zwischen FleckgréBe und Logarithmus der 
Konzentration gilt unter den vorliegenden Versuchsbedingungen fiir die untersuch- 
ten Dicarbonsaéuren recht genau bei Mengen zwischen etwa 25 und 100 y. Dieser 
Bereich muB bei der Wahl der aufgetragenen Menge angestrebt werden. 

Die Auswertung soll hier am Beispiel der Malonsiaure bei der Parallelbestim- 
mung ohne (a) und mit (b) Zusatz einer bekannten Menge (vgl. Versuch 1, Tab. 1) 
niher ausgefiihrt werden. Zugesetzte Malonsiuremenge 3 mg. Vorfraktionierung 
von je 3/,; des Ansatzes. Von der Rohfraktion wurde beim Hauptlauf 


(a) 1/3, 1/¢ (je zwei Flecke), (b) 4/59, 1/25 (je zwei Flecke) 


aus dem eingeengten auf 5 ccm aufgefiillten Acetonextrakt der entsprechenden 
Zone der Vorfraktionierungschromatogramme aufgetragen. Die bei der Auswertung 
erhaltenen Mittelwerte (vgl. vorigen Abschnitt) finden sich mit denjenigen mitge- 
laufener Testsubstanzen in Abb. 3. Im Falle a waren nur die !/,-Flecke auswertbar, 


16 J. H. Freeman, Analytic. Chem. 24, 2001 [1952]. 
17 R. B. Fisher, D. 8. Parsons u. R. Holmes, Nature [London] 164, 183 
[1949]. 
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Abb. 3. Eichkurve (Malonsaure). « = g, 40 T 
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die kleinere Konzentration lieferte keine ausreichend abgrenzbaren Flecke mehr, 
Aus der sich ergebenden Eichkurve kénnen die unbekannten Séiuremengen abge. 
lesen werden. Durch Multiplikation mit den Kehrwerten der eingesetzten Anteile 
ergibt sich fiir 


(a) — ~— = 112,5 y; 


56y 5.25 


26,5 y-5-50 


(b) 3 = 2,208 mg; = 2,333 mg (im Mittel 2,27 mg). 


Zusammenfassung 


Die Abtrennung und Bestimmung von Malonsiure, Methylmalon- 
siure und Bernsteinsiure aus dem Gemisch der atherléslichen, petrol- 
atherunléslichen Saéuren des Harns gelingt durch aufeinanderfolgende 
Papierchromatographie in den Lésungsmittelgemischen Athanol/Am- 
moniumcearbonat-Puffer 5:2 und Isoamylformiat/Wasser/Ameisensaure 
11:1:2. Die Methode erfaBt etwa 70—80°,, der gesuchten Sauren. 

Es wurden Bestimmungen im Ratten- und im Menschenharn durch- 
gefihrt. Die ausgeschiedenen Mengen folgen wie andere Stoffwechsel- 
groBen annahernd der von Rubner formulierten Oberflachenregel. 


Summary 


Malonic, methylmalonic, and succinic acid can be separated and 
determined from a mixture of ether soluble, petroleum ether insoluble 
acids of urine. This is achieved by means ¢f paper chromatography in a 
solution of ethanol/ammonium carbonate buffer 5:2 and then in iso- 
amylformate/water/formic acid 11:1:2. About 70—80°, of the expected 
acids are found by this method. 

Determinations were carried out on rat and human urine. Like 
other metabolic data the excreted amounts follow Rubner’s surface 
ule. 















— 
60 100 


—_ 


mehr, 
abge- 
nteile 











4d. 311 (1958) 


Uber ein neuraminsdurehaltiges Mucoproteid 
aus Rindererythrocytenstroma 
Von 
E, Klenk und G, Uhlenbruck 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1958) 


Herrn Prof. Dr. K. Felix zum 70. Geburtstag gewidmet 


Das Vorkommen von Neuraminséiure (NS) in den EiweiBriick- 
stinden von Rindererythrocytenstroma wurde erstmals von Klenk und 
Stoffel! festgestellt, nachdem es Klenk, Faillard und Lempfrid? 
gelungen war, durch Einwirkung von Influenzavirus auf Harnmucin, 
einen stark wirksamen Virus-Hamagglutinationshemmstoff, N-Acetyl- 
NS, als enzymatischesSpaltprodukt zu isolieren. Offensichtlich bildet die 
abgespaltene Substanz die eigentliche Wirkgruppe des Mucins, da das so 
behandelte Mucin keinen Hemmeffekt mehr zeigt *. 


Vor kurzem* konnte nun auch aus menschlichem Erythrocyten- 
stroma N-Acetyl-NS durch Einwirkung des receptor destroying enzyme 
(RDE) der Choleravibrionen, dem dieselbe Wirkung zukommt wie dem 
Influenzavirusenzym®*, als enzymatisches Spaltprodukt erhalten 
werden. Der Befund wurde in dem Sinne gedeutet, daB die Zellrecep- 
toren fiir das Influenzavirus bei den menschlichen Erythrocyten mit der 
N-Acetyl-NS identisch sind, wobei allerdings auch der Bindung der NS 
im ganzen Molekiilverband fiir die Receptoreigenschaften eine wesent- 
liche Bedeutung zukommen muB. 

Im folgenden soll nun iiber die in der letzten Zeit durchgefiihrten 
Versuche zur naiheren Charakterisierung der in den Erythrocyten vor- 
handenen NS-haltigen Bestandteile von anscheinend mucoproteid-artiger 
Natur berichtet werden. Als Ausgangsmaterial diente das Erythrocyten- 
stroma von Rinderblut. Mit Hilfe der zur Abtrennung von kohlenhydrat- 
haltigen Substanzen aus eiweiBreichem Material vielfach bewahrten 


1 KE. Klenk u. W. Stoffel, diese Z. 308, 78 [1956]. 

2 E. Klenk, H. Faillard u. H. Lempfrid, diese Z. 301, 235 [1955]. 

3 F. M. Burnet, J. F. McCrea, S. G. Anderson, Nature [London] 160, 404 
[1947]; S. Anderson, Austral. J. exp. Biol. Med. Sci. 26, 347 [1948]; F. M. Bur- 
net, ebenda 26, 371 [1948]. 

4 EK. Klenk u. H. Lempfrid, diese Z. 307, 278 [1957]. 

5 A. Gottschalk, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 20, 560 [1956]. 
6 H. Faillard, diese Z. 307, 62 [1957]. 
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Phenol/Wasser-Methode’ konnte ein wasserlésliches Mucoproteid ge. 
wonnen werden, das etwa 13°, NS enthalt und, soweit die bisherigen 
Untersuchungen einen SchluB zulassen, den menschlichen Blutgruppen- 
substanzen ihrer chemischen Zusammensetzung nach bis zu einem ge. 
wissen Grad ahnlich ist. 

Obgleich der Substanz im Virus-Himagglutinationstest keinerlej 
Hemmwirkung* zukommt, wird aus ihr die NS durch RDE leicht ab. 
gespalten. Als enzymatisches Spaltprodukt wurde reine N-Glykolyl. 
neuraminsaure isoliert. 

Dieses erstmals von Blix und Mitarb.* aus Schweinesubmaxillaris- 
mucin als partielles Spaltprodukt gewonnene NS-Derivat, kommt auch 
im Erythrocytenstroma aller von uns bisher untersuchten Tierarten vor, 
Es ist darin nicht nur an Eiweif sondern auch teilweise an Lipoide ge- 
bunden, wie dies gleichzeitig mit uns ® fiir das Erythrocytenstroma vom 
Pferd auch von Yamakawa"! gezeigt werden konnte. Schon im Jahre 
1953 stellten Klenk und Lauenstein”™ fest, daB der Acetylgehalt des 
hexosaminfreien Gangliosids aus Pferdestroma so gering ist, daB die NS 
hier nicht in Form der Acetylverbindung vorliegen konnte. Nach Er. 
scheinen der Arbeit von Blix und Mitarbeitern® haben wir in diesem 
Gangliosid auch den Glykolylgehalt bestimmt und fanden auf ein Mol 
Neuraminsaure etwa ein Mol Glykolsiure. Durch milde Séurehydrolyse 
konnte daraus in der Tat auch in befriedigender Ausbeute reine N-Gly- 
kolyl-NS als Spaltprodukt isoliert werden, wihrend aus Gehirnganglio- 
siden in Ubereinstimmung mit den Befunden von Svennerholm® 
sowie Blix und Odin" die N-Acetylverbindung erhalten wurde. Das 
Gangliosid des Pferdestromas ist ebenso wie das Gehirngangliosid® kein 
Virus-Haimagglutinationshemmstoff. Durch RDE wird auch aus dem 
letzten keine acylierte NS abgespalten. 

Da wir nach milder Saéurehydrolyse nicht nur aus dem Erythrocyten- 
stroma von Rinderblut, sondern auch aus dem von Pferde-, Schweine- 
und Schafblut N-Glykolyl-NS als Spaltprodukt erhalten haben, wihrend 
in derselben Weise aus dem Serumeiweil von Schweineblut die N-Acetyl- 
verbindung anfiel, scheint die Méglichkeit gegeben, daB auch N-Glykolyl- 





* Eine NS- bzw. sialinsiurehaltige Substanz mit Hemmwirkung haben vor 
kurzem Howe, Rose u. Schneider?® aus menschlichen Erythrocyten gewonnen. 

7 a) J. W. Palmer u. D. Gerlough, Science [New York] 92, 155 [1940]; 
b) O. Westphal, O. Liideritz u. F. Bister, Z. Naturforsch. 7b, 148 [1952]. 

8 G. Blix, E. Lindberg, L. Odinu. I. Werner, Acta Soc. Med. Uppsaliensis 
61, 1 [1956]. 

® EK. Klenk, Neuraminic acid, Symposium on the Chemistry and Biology of 
Mucopolysaccharides (23.—25. 4. 57); Ciba Foundation, London, im Druck; siehe 
auch |. c.!®, FuBnote. 

10 ©. Howe, H. M. Rose u. L. Schneider, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 96, 88 
[1957]. 

1 T, Yamakawa, J. Biochemistry [Tokyo] 48, 867 [1956]. 

12 E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 295, 164 [1953]. 

13 L. Svennerholm, Acta chem. scand. 9, 1033 [1955]. 

4G. Blix u. L. Odin, Acta chem. scand. 9, 1541 [1955]. 
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NS in gleicher Weise wie die Acetylverbindung als Zellreceptor fiir die 
Viren der Influenzagruppe fungiert. In der Tat zeigen auch nach unseren 
Beobachtungen, welche von den Befunden von Hallauer? teilweise 
abweichen, Rinder-, Schweine- und Pferdeerythrocyten*® die Eigen- 
schaft, durch das Influenzavirus B-Lee agglutiniert zu werden, wenn 
auch nicht so gut, wie die Erythrocyten von Mensch, Huhn und Schaf*. 

Wenn das aus dem Erythrocytenstroma gewonnene Mucoproteid 
kein Himagglutinationshemmstoff ist, so mag dies darauf zuriickzu- 
fiihren sein, daB die vorliegende Substanz im wesentlichen das als pros- 
thetische Gruppe in dem nativen Mucoproteid vorhandene Mucopoly- 
saccharid enthalt und daB die EiweiSkomponente bei der Phenolbehand- 
lung abgetrennt bzw. denaturiert wird. Jedenfalls spricht die Tatsache, 
daB durch RDE die N-Glykolyl-NS aus dem Mucopolysaccharidanteil 
unserer Substanz abgespalten wird, dafiir, daB sie mit den receptor- 
tragenden Bestandteilen der Erythrocytenoberflache in nahem Zu- 
sammenhang steht. 


Beschreibung der Versuche 
Mucoproteid aus Rindererythrocytenstroma 


Stromadarstellung: In Anlehnung an die Vorschrift von Klenk und 
Lempfrid‘ wurde Citrat- bzw. NaF-Blut zentrifugiert, nach AbgieBen des Serums 
der Blutkérperchenbodensatz mehrmals mit 0,9-proz. Kochsalzlésung ausgewa- 
schen, wiederum zentrifugiert und die Leukocytenschicht mit abgezogen. Himolyse 
des Erythrocytenniederschlages durch die 15-fache Menge kalten Wassers unter 
Riithren. Nach Einstellen des pq auf 6,0—5,5 durch Zugabe weniger Tropfen Kis- 
essig lie man das Stroma sich iiber Nacht im Kihlraum absetzen. Abhebern der 
iiberstehenden farbstoffhaltigen Lésung und mehrmaliges Auswaschen des Stroma- 
bodensatzes im Zentrifugenglas, wobei der Farbstoff nur unvollstandig entfernt 
werden konnte. Meist wurde fiir die nachfolgende Extraktion mit Phenol dieses rosa 
gefarbte Rohstroma benutzt, welches in einer hierfiir besonders feinen Suspension 
vorliegt. 

Die anschlieBende Phenol/Wasser-Extraktion des so gewonnenen Stroma- 
breies in der Kalte fiihrten wir nach der Methode von Westphal und Mitarbeitern’> 
durch. Etwa 500 ccm der Stromasuspension wurden in einer 2-/-Pulverflasche iiber 
Nacht auf + 2° vorgekiihlt, hierzu ungefahr 800 ccm einer auf + 5° vorgekiihlten 
75-proz. Phenol/Wasser-Mischung (600 g Phenol und 200 ccm Wasser) gegeben, 
30 Min. zentrifugiert und die farblose, opalescierende waBr. Phase abgehoben. Das 
Zentrifugat wurde nach Zugabe von 150 ccm vorgekiihltem dest. Wasser nochmals 
in der gleichen Weise behandelt (15 Min. Schiitteln). Die vereinigten waBr. Schichten 

15 R. Doerr u. C. Hallauer, Handb. d. Virusforsch. II. Erg.-Bd., Springer- 
Verlag, Wien 1950, 8S. 141 ff. Tab. S. 163. 

* Anm. b. d. Korr.: Inzwischen bediirfen die Angaben in dieser Arbeit 
einer Erginzung insofern, als aus den Gangliosiden der Rindermilz N-Glykolyl-NS 
(Gef. C 40,58 H. 5,85), und aus Hiihnerserum N-Acetyl-NS (Gef. C 42,58 H 6,14) 
von uns isoliert werden konnte, wahrend aus rohem Hiihnererythrocytenstroma 
nach hydrolytischer Spaltung eine NS angereichert wurde, bei der es sich aller 
Wahrsck einlichkeit nach, soweit Glykolylbestimmung und Papierchromatographie 
einen SchluB zulassen, ebenfalls um N-Acetyl-NS handelt. Weitere Aufarbeitung 
des angefiihrten Mucoproteidanteils aus Rindererythrocyten ergab: etwa 40% 
Galaktose, 20% Glucosamin, 17% NS, 15% Eiweib. 
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wurden 2—3 Tage gegen flieBendes Leitungswasser, 1—2 Tage gegen dest. Wasser 
dialysiert und zuletzt gefriergetrocknet. 

Wir erhielten in der Regel 1—2 g noch etwas rétlichbraun gefarbte Trocken. 
substanz mit einem durchschnittlichen NS-Gehalt von 10—11% aus etwa 4 1 Blut, 

Wenn man diesen Riickstand in wenig Wasser (20—30 ccm) aufnahm, das 
Unlésliche durch Ultrazentrifugation (30 Min. 140000-g) abtrennte und die geliste 
Substanz durch EingieBen der zahen iiberstehenden Fliissigkeit in die 10-fache 
Menge Alkohol ausfallte, gewann man eine noch etwas braun gefarbte, kriimelige 
Substanz von den Eigenschaften eines Mucoproteids, in welchem allerdings der 
Proteinanteil kaum mehr als 20% ausmachte. 

100 » dieser Substanz hatten keine Himagglutinationshemmwirkung (Be- 
stimmung siehe Faillard®). 


Abb. 1. N-Glykolyl-neuraminsaure, 
enzymatisch durch RDE aus dem 
Mucoproteid des Rindererythrocyten- 

stromas abgespalten, aus Wasser/ 

'  Risessig. 





\ 


Wy Z 


0,793 (0,844) mg Subst.: 2,21 (2,37) ccm n/200-KJO, (Zuckerbestimmung n. 
Somogyi). — 0,123 (0,143) mg Subst.: d = 2 cm; F = 0,327; HE = 0,100 (0,120) 
(Hexosaminbestimmung n. Elson u. Morgan, Mod. n. Blix®) — 5,420 (5,481) mg 
Subst.: 1,85 (1,90) cem n/100-HCl (Mikro-Kjeldahl). 

Gef.: Zucker (ber. als Galaktose) 40,0 (40,3)%; Hexosamin 13,2 (13,7)%; 
N 4,8 (4,8)%. 

Enzymatische Spaltung: Zur Spaltung wurden 2,6 g des rohen Muco- 
proteids mit einem NS-Gehalt von 11,2% (entspr. 291 mg NS) in 40 cem steriler 
0,5-proz. CaCl,-Lésung gelést, 2,5 cem RDE (Titer 2048—4096**) hinzugegeben 
und insgesamt 40 Stdn. bei 37° bebriitet. Nach 12 Stdn. wurde nochmals mit 2,5ccm 
RDE (Titer 512—1024) gut gemischt. Zur Vermeidung bakterieller Zersetzung gab 
man vorher 1 ccm Ather und eine Spur Supracillin hinzu. Die Spaltprodukte wurden 
im Kiihlraum bei mehrmaligem Wechsel gegen dest. Wasser dialysiert. Das Dialysat 
enthielt insgesamt 230 mg NS oder 79% der eingesetzten Menge an gebundener NS. 
Bei einem in der gleichen Weise durchgefiihrten Kontrollversuch ohne RDE-Zugabe 
war der aus dem Dialysat durch Gefriertrocknung erhaltene Riickstand NS-frei. 
Nach Gefriertrocknen des Dialysats, von dem ein Teil verloren ging, isolierten wir 
das Spaltprodukt wie friiher beschrieben® durch Fraktionierung mittels Anionen- 
austauscher (Lewatit MIH, Acetatform). Nach einem Vorlauf von 30 mg NS wurden 
insgesamt 130 mg NS mit 2-n. HCOOH eluiert. Durch Umkristallisieren des gefrier- 
getrockneten Riickstands aus Wasser/Eisessig erhielt man N-Glykolyl-neur- 
aminsaure’® in rein weiBen Kristallen (siehe Abb. 1) mit einem Glykolylgehalt von 
17,7% (ber. 18,2%). Ausb.: 80 mg. Das IR-Spektrum (Abb. 2a) unterscheidet sich 
nicht von demjenigen der N-Glykolyl-NS aus Schweinesubmaxillarismucin!*, 

Papierchromatographisch (Pyridin/Essigester/Eisessig/Wasser [5:5:1:3]; auf- 
steigend, Schleicher & Schiill 2043b; Anfarbung mit Bials Reagens) verhalt sich 
die Substanz einheitlich und lauft mit demselben Ry-Wert wie N-Glykolyl-NS aus 
Schweinesubmaxillarismucin. 


16K. Klenk u. G. Uhlenbruck, diese Z. 307, 266 [1957]. 
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Zur Analyse wurde die nochmals umkristallisierte Substanz iiber P,O, in Ge- 
genwart von Alkali im Hochvak. bei 60° getrocknet: 

4,917 mg Subst.: 7,325 mg CO,, 2,630 mg H,O u. 0,015 mg Rkst. — 4,804 
Blut, (2,869) mg Subst. : 1,47 (0,89) cem n/100-HCI (Mikro-Kjeldahl). 
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riler Abb. 2. IR-Spektren: a) N-Glykolyl-neuraminsaure, enzymatisch durch RDE aus 
sben dem Mucoproteid des Rindererythrocytenstromas abgespalten. — b) N-Acety]l- 


ecm neuraminsaure durch hydrolytische Spaltung aus menschlichem Gehirngangliosid. 
gab 

‘den N-Glykolyl-NS aus Erythrocytenstroma verschiedener Tiere 
ysat 


Zur Darstellung der NS-Derivate wurde in allen Fallen die vor kurzem!* be- 


s. 
aa schriebene Methode angewandt, wobei man die Substanz aus dem Ausgangsmaterial 
frei mit n/10-H,SO, bei 70° abspaltet und sie aus dem Hydrolysat mit Hilfe der Anionen- 
wir | ®ustauschersiule isoliert. 
1en- a) Aus 4,5 g lipoidfreiem Rindererythrocytenstroma (1,1% NS) erhielt man 
‘den 18 mg Glykolyl-NS (17,2% Glykolyl). 
rier- 5,287 mg Subst.: 7,885 mg CO, u. 2,760 mg H,O. — 3,092 (2,069) mg Subst.: 
ur- 0,98 (0,65) com n/100-HCI. 
om Gef. C 40,68 H 5,84 N 4,44 (4,39) 

b) Aus dem Erythrocytenstroma von etwa 3,5 1 Schweineblut erhielt man 8 mg 
nef Glykolyl-NS (16,8% Glykolyl). 
sich 5,197 mg Subst.: 7,705 mg CO,, 2,710 mg H,O u. 0,018 mg Rkst. 
ie Gef. C 40,58 H 5,85 


c) Aus dem Erythrocytenstroma von etwa 8 | Schafblut erhielt man 30 mg 
Glykolyl-NS mit einem Glykolyl-Gehalt von 13,4%. 
16* 
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5,070 (5,116) mg Subst.: 7,500 (7,540) mg CO,, 2,600 (2,640) mg H,O u. 0,093 
(0,095) mg Rkst. 
Gef. C 41,12 (40,97) H 5,85 (5,88) 


d) Von der aus dem extrahierten Erythrocytenstroma von Pferdeblut in der 
gleichen Weise wie oben gewonnenen N-Glykolyl-NS wurde nur eine Glykolyl. 
bestimmung ausgefiihrt, gef.: 17,6%. 

Rein weiBe, aus Wasser/Eisessig in Nadeln kristallisierende, papierchromato. 
graphisch einheitliche Substanzen. Obgleich sich in diesen Punkten die Substanz ¢ 
nicht von den anderen unterscheidet, handelt es sich hier nicht um die analysen. 
reine Glykolylverbindung. Auch das IR-Spektrum weist auf gewisse Beimengungen 
hin, und zwar diirfte das Priparat noch N-Acetyl-NS in einer Menge von 20—30% 
enthalten. 


N-Glykolyl-NS aus dem Gangliosid von Pferdeerythrocyten 

Fiir das aminozuckerfreie Gangliosid aus Pferdeerythrocyten! mit einem NS. 
Gehalt von 10,6% ergab sich ein Glykolylgehalt von 2,1%, wahrend sich unter der 
Voraussetzung, daB die NS in diesem Gangliosid nicht als N-Acetyl-, sondern als 
N-Glykolylverbindung vorliegt, ein Glykolylgehalt von 1,9% berechnet. Im Virus. 
Hamagglutinationstest zeigte dieses Gangliosid keine Hemmwirkung. 

Die wie oben durchgefiihrte hydrolytische Spaltung von 1,1 g dieses Ganglio- 
sids ergab 30 mg analysenreine N-Glykolyl-NS (Glykolylgehalt 18,3%), die sich bei 
der papierchromatographischen Priifung als einheitlich erwies und deren IR-Spek- 
trum mit dem des aus obigem Mucoproteid gewonnenen Praparats identisch war. 

5,165 mg Subst. : 7,700 mg CO, u. 2,690 mg H,O. — 5,315 mg Subst.: 1,49 cem 
n/100-HCI. 

Gef. C 40,67 H 5,83 N 3,93 


N-Acetyl-NS aus menschlichem Gehirngangliosid 

Die hydrolytische Spaltung von 5 g dieses Gangliosids (14,6% NS) ergab in 
derselben Weise 210 mg analysenreine N-Acetyl-NS, die bei der papierchromato- 
graphischen Priifung denselben Ry-Wert hatte wie die Substanz aus Harnmucin. 
Auch die IR-Spektren waren identisch (s. Abb. 2b). Die Priifung auf Glykolsaure 
war negativ. 

5,135 mg Subst.: 8,080 mg CO, u. 2,920 mg H,O. — 6,972 (4,626) (5,201) mg 
Subst.: 2,13 (1.43) (1,58) cem n/100-HCI. 

C,,H,,NO, (309,1) Ber. C 42,72 H 6,19 N 4,53 

Gef. € 42,71 H 6,34 N 4,28 (4,32) (4,25) 


N-Acetyl-NS aus Schweineserum 
Schweineserum wurde dialysiert und gefriergetrocknet. Aus 90 g Trocken- 
substanz (0,6% NS) wurden durch hydrolytische Spaltung mit n/10-H,SO, und 
durch die iibliche Aufarbeitung unter Verwendung der Anionenaustauschersiule 
120 mg N-Acetyl-NS erhalten, die 1,9°% Glykoly! enthielt, im iibrigen aber in jeder 
Hinsicht mit der Substanz aus Harnmucin identisch war. 
4,796 mg Subst.: 7,475 mg CO, u. 2,730 mg H,O. — 3,779 (5,545) mg Subst.: 
1,16 (1,71) cem n/100-HCI. 
Gef. C 42,52 H 6,37 N 4,31 (4,32) 


Das Verhalten der Erythrocyten verschiedener Tierarten 
im Haimagglutinationstest 


Die Ergebnisse der sowohl mit aktivem Virus (B-Lee) wie auch mit Indikator- 
virus durchgefiihrten Versuche?»® zeigt die Tabeile. 

Demnach zeigen die Schaferythrocyten, bei welchen die NS zum mindesten der 
Hauptsache nach in Form der Glykolylverbindung vorliegt, dieselbe Agglutina- 
tionsbereitschaft wie die menschlichen Erythrocyten, bei welchen statt dessen die 
N-Acetyl-Verbindung vorkommt. Allerdings ist bei den Erythrocyten von Pferd, 
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Hamagglutinierendes Verhalten von Influenzavirus (B-Lee) 
gegeniiber verschiedenen Erythrocytenspecies. 














Indikator-Virus Aktives Virus 
TLE a) cos. See +++ ape 
BBB os We G2 } tb eet 
Ne oe meee: 4. + iat 
MM NS oor Nahe Su ceuars ae el), eee 
URS OS sae + + + (0) S 
Surweml ss ee ss +-+ (0) } 4 





+++ RegelmaBige Agglutination von héherem Titer. 
++ RegelmaéBige Agglutination von mittlerem Titer. 
(0) Bei Zimmertemperatur keine Agglutination. 


Rind und Schwein, bei denen die NS ebenfalls in Form der Glykolyl-Verbindung 
vorliegt, eine gewisse Abschwachung, aber kein grundsatzlicher Unterschied der 
Agglutinationsbereitschaft festzustellen. 

Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft und des Verbandes der Chemischen Industrie, Fonds der Chemie, 
unterstiitzt. 

Herrn Dr. K. Heimbach, Chemisches Institut der Universitat K6In, danken 
wir fiir die Anfertigung der IR-Spektren. 


Zusammenfassung 


Aus Erythrocytenstroma von Rinderblut wurde ein Mucoproteid 
mit einem Neuraminsauregehalt von etwa 13°, gewonnen, aus welchem 
durch das receptor destroying enzyme (RDE) aus Choleravibrionen N- 
Glykolyl-neuraminséure abgespalten wird. N-Glykolyl-neuraminsaure 
wurde durch gelinde Séureeinwirkung aus dem Erythrocytenstroma von 
Rinder-, Schaf-, Schweine- und Pferdeblut, ebenso aus dem Gangliosid 
des Pferdeerythrocytenstromas erhalten. Die N-Acetylverbindung wurde 
in entsprechender Weise aus den Eiweifstoffen des Schweineserums und 
aus menschlichen Gehirngangliosiden isoliert. 

Auch Erythrocyten, welche die Neuraminsiure in Form der Gly- 
kolylverbindung enthalten, kénnen durch Influenzavirus agglutiniert 
werden. 


Summary 


A mucoproteid containing about 13°(, neuraminic acid was isolated 
from erythrocyte stroma of beef blood. The receptor destroying enzyme 
(RDE) ot cholera vibrios removed N-glycolyl-neuraminic acid from this 
mucoproteid. Mild acid hydrolysis also yielded N-glycolyl-neuraminic 
acid from erythrocyte stroma of beef, sheep, pig, and horse blood, and 
from the ganglioside of horse erythrocyte stroma as well. The N-acetyl 
compound was obtained correspondingly from proteins of pig serum and 
human brain gangliosides. 

Even erythrocytes containing neuraminic acid as the glycolyl com- 
pound may be agglutinated by influenza virus. 
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N-[B-(Indolyl-(3))-acryloyl}-glycin 
Isolierung aus Harn und Synthese 
Von 
J. Kimmig, W. Sticherling, R. Tschesche und H.-G, Urbach 


Aus der Universitits-Hautklinik Hamburg (Direktor: Prof. Dr. Dr. J. Kimmig) 
und aus der Bicchemischen Abteilung des Chemischen Staatsinstituts der Universitat Hamburg 
(Leiter: Pr f. lr. R. Tschesche) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1958) 


Die polymorphen Lichtdermatosen unterscheiden sich von den durch 
Porphyrine bedingten Lichtdermatosen neben dem ganz andersartigen 
klinischen Bild vor allem dadurch, da8 man bei ihnen nie Porphyrine im 
Urin in héherer Konzentration nachweisen kann. Meist findet sich aber 
nach Kimmig! ein aus essigsaurer Lésung mit Ather extrahierbares 
Chromogen, das mit konz. Salzsiure einen in Amylalkohol léslichen 
Farbstoff mit einem charakteristischen Absorptionsband bei 509 myu* 
bildet. Nach Ippen? handelt es sich wahrscheinlich bei dem Naturstoff 
um eine Carbonsiaure der Indolreihe, die noch durch eine oder mehrere 
phenolische Hydroxylgruppen substituiert ist. Daher wurden zunichst 
die bereits als Harninhaltsstoffe bekannten 5-Hydroxyindol-Derivate 
geprift, da eine Substitution an dieser Stelle am wahrscheinlichsten 
schien, und auch die bisher unbekannte 5-Hydroxy-indol-carbonsiure-(3) 
dargestellt®. 

5-Benzyloxy-indol** ergab iiber die Grignard-Verbindung mit 
Chlorameisensaureester* und Verseifung des gebildeten Indol-carbon- 
siureesters die 5-Benzyloxy-indolcarbonsiure-(3). Aus ihr wurde durch 
Hydrierung mit Palladium/Kohle als Katalysator die Saéure selbst erhal- 
ten. Sie zeigt mit Salzsiure ein anderes Verhalten als das gesuchte 
Chromogen. 

Nunmehr wurde die Isolierung des Chromogens selbst angestrebt, die 
mit Hilfe der Papierchromatographie gelang*. Das in sehr kleiner Menge 
erhaltene kristalline Produkt zeigte im UV Maxima bei etwa 225 und 
322 my neben einer schwachen Schulter bei 270 mu. Die Lage dieser Ab- 
sorptionsbanden entsprach denjenigen der /-[Indolyl-(3) ]-acrylsiure*** 








* Das Chromogen kommt auch in vielen anderen pathologischen Harnen und 
haufig im Normalharn vor; vgl. dazu P. Decker, Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 
9, 969 [1954]. 
** Wir danken der Firma The Upjohn Co., Kalamazoo, fiir das zur Ver- 
fiigung gestellte 5-Benzyloxy-indol. 
*** Wir danken Herrn J. 8. Moffatt, The Frythe, Welwyn, Hert (England), 
fiir die Uberlassung einer Probe f-[Indoly]-(3)]-acrylsaure. 
1 J. Kimmig, Fortschr. prakt. Dermatol. 1952, 37; Arch. Dermatol. Syphilis 
200, 73 [1955]. 
2 H. Ippen, Dissertation Univ.-Hautklinik Hamburg, 1953. 
3 H.-G. Urbach, Dissertation Univ. Hamburg, 1957. 
4 R. Majima u. M. Kotake, Ber. dtsch. chem. Ges. 63, 2240 [1930]. 
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(Amix 225 my, log ¢ 4,38; Amax 274 mu, log ¢ 4,11 und Amix 325 my, log € 
4,41). Ein Maximum jenseits 320 my wurde bei allen untersuchten Indol- 
derivaten nur von der £-[Indolyl]-(3)]-acrylsaéure gegeben, hervorgerufen 
durch die Doppelbindung in Konjugation zum Indolkern. 

Das IR-Spektrum des isolierten Chromogens zeigte Banden bei 
1600, 1637 und 1705 cm-", die das Vorliegen eines Peptids der 6-[Indolyl- 
(3)]-acrylsiure wahrscheinlich machten. Die Hydrolyse des Chromogens 
mit 25-proz. Salzsiure bei 105° und die papierchromatographische Unter- 
suchung der Hydrolysenprodukte lieferte den Nachweis von Glycin. Fir 
das Chromogen kam danach die Konstitution eines N-[6-(Indolyl-(3))- 
acryloyl]-glycins in Frage’. 


\ 


* > l CH: CH-CO-NH-CH,-CO,H 
SZ \’ m 
H 

Die Synthese dieser Verbindung erfolgte nach dem Verfahren von 
Sheehan? aus -[Indolyl-(3)j-acrylsiure®, Glykokollester und Dicyclo- 
hexyl-carbodiimid und Verseifung des gebildeten Peptidesters mit Ba- 
riumhydroxyd. Das Peptid kristallisierte (Schmp. 189—191°). Die Iden- 
titat des N-[f-(Indolyl-(3))-acryloylj-glycins mit dem aus 
Harn isolierten Lichtbandchromogen ergab sich aus der 
guten Ubereinstimmung der Ry- Werte in vier verschiedenen 
Lésungsmittelsystemen, den Farbreaktionen (Salzsaure und 
Ehrlich-Reagenz), der Fluoreszenzfarbe und dem UV-Spek- 
trum. Die vergleichsweise ebenfalls noch mit dem Carbodiimidverfahren 
dargestellten Glycinderivate der Indolyl-(3)-essigsaure, -propionsdure und 
-buttersiure zeigten ganz andere Ry-Werte als das N-[f-(Indolyl-(3))- 
acryloyl]-glycin (Ry im System D: 0,63, 0,45 bzw. 0,40), abgesehen von 
der mangelnden UV-Absorption bei 225, 274 und 325 my. 

Die folgende Tabelle bringt die Ry-Werte der gepriiften Indolderi- 
vate in den Lésungsmittelsystemen A, B, C und D?®: 


Substanz A B C Dp? 
Indolyl-(3)-carbonséure. . . . . 0,31 0,38 0,91 = 
Indolyl-(3)-essigsiure ..... 0,39 0,43 0,91 0,58 

f-[Indolyl-(3)]-propionséure. . . . 0,49 0,50 0,93 0,40 

y-[Indolyl-(3)]-buttersture ... . 0,58 0,55 0,95 = 

B-[Indolyl-(3)]-acrylsture . . . . . 0,39 0,39 0,90 0,10 
5-Hydroxy-indolyl-carbonsaure-(3) 0,17 0,21 0,73 — 
5-Hydroxy-indolyl-(3)-essigsaure . 0,20 0,23 0,75 0,49 
Tryptophan. . 066. Ss 0,30 0,22 0,36 0,59 
Indolacetursiure ....... 0,39 — 0,82 0,64 
Lichtbandchromogen. . ... . 0,39 0,40 0,76 0,17 

N-[B-(Indolyl-(3))-acryloyl]-glycin . 0,38 0,41 0,77 0,15 


5 J. C. Sheehan u. G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 [1955]. 


6 J.S. Moffatt, J. chem. Soc. [London] 1957, 1442. 
7 C. E. Dagliesh, Biochem. J. 64, 481 [1956]. 
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Lésungsmittelsysteme 

System: A: Isopropylalkohol / 28-proz. waBr. NH, / Wasser (8:1: 1), 
System: B: Leichte Phase von Butanol / Morpholin / Wasser (8: 2: 10), 
System: C: Leichte Phase von Butanol / Eisessig / Wasser (8: 2: 10), 
System: D: 20 g Kaliumchlorid in 100 ml Wasser. 


Wahrend die Ry-Werte der 5-Hydroxyverbindungen gegeniiber 
denen der zugeh6rigen Grundkérper in den Systemen A und B auf 
etwa die Halfte zuriickgehen, zeigen die Glycinverbindungen der Carbon- 
siiuren in A und B nahezu die gleichen Ry-Werte. In dem System D da- 
gegen wird bei den Glycinderivaten eine deutliche Erh6hung der Ry- 
Werte beobachtet, die Hydroxyverbindungen zeigen wieder eine Ab- 
nahme. Uber die biologischen Eigenschaften des N-[B-(Indolyl-(3))- 
acryloyl]-glycins wird an anderer Stelle berichtet werden. 

Es bleibt noch zu erwahnen, daB, wie wir fanden®, das N-|f-(Indoly]- 
(3))-acryloy]]-glycin auch das kiirzlich von Decker® beschriebene Stoff- 
wechselprodukt der £-[Indolyl-(3) ]-propionsiure ist. Der Nachweis er- 
folgte in der gleichen Weise und mit denselben Kriterien wie bei dem 
Chromogen aus dem Harn von Kranken mit polymorphen Lichtderma- 
tosen*. 

Herrn Dr. Karl Merck, Darmstadt, danken wir fiir die groBziigige Unter- 
stiitzung dieser Arbeit. Ferner danken wir Herrn Dr. G. Grimmer, Biochemische 
Abteilung des Chemischen Staatsinstituts der Univ. Hamburg, fiir die Diskussion 
und Deutung der UV- und IR-Spektren. 

Beschreibung der Versuche 


5-Benzyloxy-indol-carbonsaure -(3): 17 mi einer 1,6-n. Athylmagne- 
siumjodidlésung wurden mit 120 m/ Ather verdiinnt und mit Eis-Kochsalz 
gekiihlt. In diese Lésung lie} man unter Riihren 3 g 5-Benzyloxy-indol in 
120 m/ Ather eintropfen und erhitzte nach Erwirmen auf Zimmertemperatur 
30 Min. auf dem Wasserbade zum Sieden. Nach erneutem Abkiihlen mit Eis- 
Kochsalz wurde die Reaktionsmischung mit 3,82 m/ Chlorameisensaureester 
versetzt und nach Erwarmen auf Zimmertemperatur 1'/, Stdn. zum Sieden erhitzt. 
AnschlieBend wurde mit Eiswasser zersetzt und das Reaktionsprodukt ausgeathert. 
Der nach dem Abdampfen des Athers verbleibende Riickstand von 3,6 g wurde 
mit 50 ml 2-n. KOH, der 5 mi Athanol zugefiigt worden waren, so lange gekocht 
(3 Stdn.), bis vollkommene Lésung erfolgt war. Es wurde mit 60-proz. Essigsiure 
angesauert und der erhaltene Niederschlag noch einmal in ammoniakalische Lésung 
gebracht und mit Essigsaure gefallt. Die Reinigung erfolgte durch Umkristalli- 
sation aus Athanol/Wasser. 

Es wurden farblose Blattchen vom Schmp. 190° (Zers.) erhalten. Ausb. 350 mg 
(10% d. Th.). Beim Erhitzen decarboxylierte die Substanz unter Riickbildung von 
5-Benzyloxy-indol. 


CgH,;NO; (267,2) Ber. C 71,90 H 4,90 N 
Gef. C 72,05 H 5,07 N 


§,25 
5,47 

8 P. Decker, Naturwissenschaften 44, 330 [1957]. 

* Ebenso konnte nach denseiben Methoden nachgewiesen werden, daB 
Nephrorosein (vgl. V. Arnold, diese Z. 61, 240 [1909]; 71, 3 [1911]) und ein von 


M. Tomita (diese Z. 270, 14 [1941]) beschriebener Harnfarbstoff auf das N-[p- 
(Indolyl-(3))-acryloyl]-glycin zuriickgehen. 
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5-Hydroxy-indol-carbonsaure-(3): 267 mg des Benzylderivates wurden 
in 20 ml Dioxan gelést und mit 500 mg Palladium/Kohle-Katalysator hydriert. 
Nach 6 Stdn. war die H,-Aufnahme beendet. Beim Umkristallisieren aus Wasser 
wurden Blattchen und SpieBe vom Schmp. 168° (Zers.) erhalten. 

C,H,NO, (177,1) Ber. N 7,87 Gef. 7,59 

Isolierung des Harnchromogens: Urin, der mit Salzsiure Farbreaktion 
gab, wurde mit Essigsiure angesduert und mit Ather extrahiert, die Atherphase 
mit 5-proz. waBr. Ammoniak ausgeschiittelt und die war. Phase nach Ansauern 
auf pH 3—4 mit Essigester ausgezogen. Der Essigesterextrakt wurde im Vak. 
bei 25° zur Trockne gebracht. Der erhaltene braune Riickstand aus 100 m/l Harn 
wurde in 0,1—0,3 ml Methanol gelést und die Lésung als Streifen auf Papier, 
Schleicher & Schiill 2043b, aufgetragen (das Pap‘er war vorher mit Methanol 
gut ausgewaschen). Das Chromatogramm wurde in dem System B entwickelt. 
Die Zone mit dem Ry-Wert 0,4 (Ermittlung durch Herausschneiden eines Strei- 
fens und Anfarben mit 25-proz. Salzsiure — rote Farbung, Amax 509 my, oder mit 
Ehrlich-Reagenz — lachsrote Farbung) extrahierten wir mit Methanol und unter- 
warfen den Extrakt einer 2. Chromatographie in dem gleichen System. Das Zonen- 
eluat mit Methanol wurde wieder eingeengt und anschlieBend in dem System C 
der Papierchromatographie unterworfen. Dann wurde die Zone mit dem Ry-Wert 
0,76 eluiert und nach dem Abdampfen des Methanols ein kristallines Produkt er- 
halten, das im UV bei Amax 225 und 322 my absorbierte mit einer schwachen 
Schulter bei 270 mu. Im IR fanden sich Banden bei 1600, 1637 und 1705 cm7. 
Aus mehreren Litern Harn wurden einige mg erhalten. 

Hydrolyse: Die Hydrolyse wurde in einer Kapillare mit 25-proz. Salzsaure 
12 Stdn. bei 105° vorgenommen. Nach dem Eindampfen zur Trockne im Vak. 
wurde der Riickstand der Papierchromatographie unterworfen. Ais Lésungsmittel 
wurden wassergesittigtes Phenol und wassergesittigtes Kollidin verwendet. Auf 
dem Papier, Schleicher & Schill 2043b, wurden nach Anfarbung mit Ninhydrin 
die Ry-Werte 0,39 (Phenol) bzw. 0,18 (Kollidin) erhalten. Glycin gab die Werte 
0,40 bzw. 0,17. Das Chromogen reagierte vor der Hydrolyse nicht mit Ninhydrin 
und zeigte die Ry-Werte 0,80 bzw. 0,72. 

N-[B-(Indolyl]-(3))-acryloyl]-glycin-athylester: 2,4 g #-[Indolyl-(3)]- 
acrylsaure®, 1,8 g Glykokollathylester und 3 g Dicyclohexyl-carbo- 
diimid wurden in 100 m/l Tetrahydrofuran gelést. Schon nach kurzer Zeit begann 
aus der leicht gelblich gefirbten Lésung die Ausscheidung von Dicyclohexyl- 
harnstoff. Nach 4 Stdn. wurden die Kristalle abgesaugt und das Filtrat im Vak. 
unter Stickstoff von Tetrahydrofuran befreit. Der Riickstand ergab nach Auf- 
nehmen in Essigester noch etwas ungelésten Dicyclohexylharnstoff. Aus dem ein- 
geengten Essigester kristallisierte der Peptidester in kleinen Drusen aus, Schmp. 
145—146°. 

C,sHisN203 (272,3) Ber. C 66,16 H 5,93 N 10,29 

Gef. C 66,18; 66,08 H 6,08; 6,20 N 10,37; 10,25 

UV-Maxima bei 226, 276 und 322 mu (Verhaltnis der Extinktionen 4: 2: 5). 

Verseifung: 570 mg N-[f-(Indolyl-(3))-acryloyl]-glycin-athylester 
wurden in 25 m/l Methanol gelést und mit 10 m/ einer etwa 3-proz. Bariumhydroxyd- 
Lésung versetzt. Nach 4 stdg. Stehen bei Zimmertemperatur wurde mit n-H,SO, 
gegen Bromthymolblau neutralisiert. Die feinkérnige weiBe Fallung wurde abge- 
saugt und im Vak. getrocknet. Durch mehrmaliges Auslaugen des Niederschlages 
mit Methanol und Eindampfen der Lésung wurden 211 mg Kristalle erhalten, die 
nach Umkristallisieren einen Schmp. von 190° zeigten (Ausb. 41% d. Th.). 

In einem 2. Ansatz wurde statt mit der 2-fachen mit der 3-fachen Menge 
Bariumhydroxyd verseift und die Abtrennung des Bariums mit dem Ionenaus- 
tauscher Merck Nr. I vorgenommen. Das Filtrat von der Saule (pp 5—6) ergab 
341 mg = 62% d. Th. 

C\3;H,,N.0, (244,2) Ber. C 63, 


94 H 4,96 N 11,47 
Gef. C 63,80 H 5 


06 N 11,24 
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Das N-[8-(Indolyl-(3))-acryloyl]-glycin zeigte UV-Maxima bei 226, 276 und 
322 mu (Methanol), mit 25-proz. Salzsiure entstand ein roter Farbstoff mit einem 
Maximum bei 509 mu. Im IR wurden folgende Banden beobachtet: 3580 cm-! 
(NH-Valenz vom sek. Amid), 1702 cm—! (Carboxylgruppe), 1655 em! (Amidband 1), 
1526 und 1554 cm—! (Amidband II). 


Zusammenfassung 


N-[B-(Indolyl-(3))-acryloyl]-glycin wurde papierchromatographisch 
aus Harn isoliert und mit synthetisch hergestelltem Material als identisch 
befunden. Die Verbindung ist das Chromogen, das beim Ansauern des 
Harns mit konzentrierter Salzsiure einen in Amylalkohol léslichen roten 
Farbstoff bildet. 


Summary 


N-[B-(Indolyl-(3))-acryloyl]-glycine was isolated paper chromato- 
graphically from urine and found to be identical with a synthetic sample. 
This compound is the chromogen which forms a red dye soluble in 
amyl alcohol when urine is acidified with conc. hydrochloric acid. 
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Uber den papierchromatographisch ermittelten Gehalt 
von Phosphor-Verbindungen in der saureléslichen Fraktion 
des menschiicken Blutes, II' 


Untersuchungen an Blut von Kindern 
Von 
Margarete Rohdewald und Martha Weber 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitiit Bonn und aus dem Max-Planck-Institut 
fiir Ernéhrungsphysiologie in Dortmund. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Januar 1958) 


Eine vorangehende Arbeit! befaBte sich mit der séureléslichen Phos- 
phatfraktion des menschlichen Blutes, die wir papierchromatographisch 
qualitativ und quantitativ bestimmten. Bei 14 untersuchten Personen 
ermittelten wir Durchschnittswerte der einzelnen Verbindungen, unter 
denen 2.3-PGS*, wie bereits seit langem bekannt*, mengenmaBig an erster 


Stelle steht. 
Als wir diese Untersuchungen auch bei Kindern ausfiihrten, fanden 
wir bemerkenswerte Unterschiede, iiber die wir heute berichten wollen. 


Methodik 


Die Verarbeitung des Blutes und die papierchromatographische Bestimmung 
der Phosphatverbindungen erfolgte nach der in unserer 1. Mitteil.1 angegebenen 
Methode. Das Blut wurde diesmal durchweg aus der Armvene entnommen und 
zwar morgens nach der 1. Mahlzeit. 


Ergebnisse 

Ks stand uns in der Hauptsache Material aus einer Kinderheilstatte zur Ver- 
fiigung, und wir priiften das Blut von Kindern, die sich in der Rekonvaleszenz 
befanden und von solchen, die als genesen anzusprechen waren**. Alle Kinder 
zeigten ein normales Blutbild. Die Blutsenkung war bei den von uns als genesen 
aufgefiihrten Kindern ebenfalls normal, bei den in der Rekonvaleszenz befindlichen 
jedoch mehr oder minder erhéht. Das Papierchromatogramm der Kinder zeigt die- 
selben Verbindungen, die wir bei den Erwachsenen fanden, namlich anorganisches 
Phosphat, 2.3-PGS, FDP und ATP. Erst nach langerem Liegen der Bogen treten, 
wie auch bei den Erwachsenen, schwache Flecken auf, die wir fiir Triosephosphat 
(Glycerinaldehyd-phosphorséure und Dihydroxy-aceton-phosphorsaure) halten. 
ADP konnte in Bestaétigung unserer letzten Arbeit auch von Macho’, wie aus 


* In der vorliegenden Arbeit werden folgende Abkiirzungen angewandt: 
2.3-PGS: 2.3-Diphosphoglycerinséure; 1.3-PGS: 1.3-Diphosphoglycerinsaure ; 
3-PGS: 3-Phosphoglycerinsiure; 2-PGS: 2-Phosphoglycerinsaure; FDP: 1.6-Fruc- 
tose-diphosphat; ATP: Adenosintriphosphat; ADP: Adenosindiphosphat. 

** Wir sind Herrn Prof. Meyer zu Hérste (Dortmund), der uns Blutproben 
von 42 Kindern zur Verfiigung stellte, zu groBem Dank verpflichtet, ebenso Herrn 
Dr. Kropp (Bonn). 

1 |, Mitteil.: M. Rohdewald u. M. Weber, diese Z. 306, 90 [1956]. 

2 I. Greenwald, J. biol. Chemistry 68, 339 [1925]. 

3 L. Macho, Nature [London] 180, 1351 [1957]. 
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seinen Papierchromatogrammen ersichtlich, in der séureléslichen Fraktion des 
menschlichen Blutes nicht nachgewiesen werden. 


Tab. 1. Kinder mit normalem Blutbild und normaler Blutsenkung 
(mg P in 100 mi Blut) 








; Ge- Alter Anorg. | 596 pre . . — . 

Datum sshiieien Jahre |Phosphat 2.3-PGS | FDP | ATP | Gesamt-l 
14. 3. 57 e) 13 247 3,8 2,3 3,9 12,7 
2. 9267 g “f 3,0 4,1 2,4 5,5 15,0 
30. 9. 57 3 6 2:2 5,1 4,0 6,3 17,6 
2. 10. 57 Q 7 2,6 6,1 2,7 6,4 17,8 
7. 10. 57 Q 8 2,8 6,2 3,4 5,4 17,9 
10. 10. 57 : 10 2,5 5,4 3,6 6,2 17,5 
10. 10. 57 3 4 2,4 5,9 2,4 4,7 15,5 
10. 10. 57 3 2 4,3 5,4 4,0 4,9 “18,6 
14. 10. 57 3 7 2,9 2,3 3,1 4,8 13,1 
14. 10. 57 3 ll 2,6 3,2 2.3 6,5 14,6 
14. 10, 57 2 12 2,3 3,8 2,5 5,1 13,8 
3. 11. 57 Q 4 oa 3,4 2,2. 5,4 14,1 
ee ees ee Scene 
7. 11. 57 ¢ 2,8 2, 2, oO 36 
1018. 57 3 ll 2,6 4,0 Pe 6,0 20,3 























Aus Tab. 1 ergeben sich im Durchschnitt fiir die einzelnen 
Komponenten folgende Prozentzahlen, bezogen auf Gesamt-P: 


Anorg.P 2.3-PGS FDP Ad? 
18,8 28,0 19,0 34,2 


Diesen Werten stellen wir in Tab.2 eine Serie von 13 Kindern 
gegeniiber, bei denen das Blutbild normal, die Blutsenkung jedoch 
erhoéht ist. 

Tab. 2. Kinder mit normalem Blutbild, aber erhéhter Blutsenkung 
(mg P in 100 m/ Blut) 
































Sor Anorg. | 5.« | Ge- 
Datum | & 4g Fareed tt Lo FDP | ATP | samt- Diagnose 
| Bir" 1 pies a P 
30. 9. 57 ¢ 8 3,7 7,5 4,3 6,6 | 22,1 |Tbe 
2. 10. 57 3 6 3,0 5,0 2,4 6,3 16,8 |Tbe 
7. 10. 57 2 5 4,2 6,2 2,4 8,5 | 21,3 |Tbe 
14. 10. 57 3 11 1,5 4,8 3,8 3,8 | 13,9 |Pneumonie 
23. 10. 57 fe) 7 2,1 4,6 5,8 6,8 | 18,7 |Tbe zur Beob. 
23. 10. 57 3 3 5,3 5,4 4,1 7,1 | 21,9 |Grippe, Pleura- 
empyem 
23. 10, 57 3 11 2,1 4,2 4,5 6,8 | 17,6 |Psoriasis 
28. 10. 57 3 4 2.7 4,9 3,7 5,7 16,9 |Tbe 
28. 10. 57 3 10 3,0 3,6 2,6 6,5 | 15,8 |Pleuritis abgekl. 
28. 10. 57 3 a 4,2 4,1 4,1 7,4 19,8 |Tbe 
4. 11. 57 3 5 1,5 4,2 2,0 6.2 14,0 |Tbe, Riickfall 
4. 40, 07 : 2 3,5 4,2 4,5 5,1 17,3 |Tbe 
7. a0. Bd fe) 4 3,0 3,4 2,9 5,6 | 14,9 |Bronchitis 
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Daraus errechnen sich im Durchschnitt fiir die einzelnen Ver- 
bindungen folgende Prozentzahlen, bezogen auf Gesamt-P: 
Anorg.P 2.3-PGS FDP ATP 
17,3 27,0 20,0 35,7 


Der Vergleich der Prozentzahlen beider Gruppen zeigt keine 
bemerkenswerten Unterschiede. 
Dazu stehen jedoch die entsprechenden Werte der Erwachsenen in 
deutlichem Gegensatz, wie die Gegeniiberstellung der Mittelwerte von 
42 Kindern und 24 Erwachsenen* zeigt: 


Anorg.P 2.3-PGS FDP ATP 
Erwachsene: 13,8 39.8 19,2 7 ibe 
Kinder: 18,0 27,3 19,1 35,6 


Die angegebenen Zahlen bedeuten Prozent P, bezogen auf Gesamt- 
phosphor, der bei Erwachsenen im Durchschnitt 14,5 mg und bei Kindern 
16,9 mg pro 100 m/ Blut betragt. 

Wir ersehen aus diesen Zahlen, daB bei Kindern ATP an erster Stelle 
steht, wihrend bei Erwachsenen 2.3-PGS den Hauptanteil der P-Verbin- 
dungen liefert. Bei Kindern ist ATP um 31% hoher als bei Erwachsenen, 
2.3-PGS dagegen um 32% niedriger, wahrend sich bei FDP kein Unter- 
schied zeigt. Ferner ist bei Kindern, wie schon bekannt*, das anorganische 
Phosphat gegeniiber dem der Erwachsenen betrachtlich erhoht, in unse- 
ren Versuchen um 30%. Interessant ist auch der Vergleich des Gesamt- 
phosphors, der bei Kindern um 2,4 mg/100 m/ Blut, also 17° hoher liegt. 

Eine Aufteilung der bei Kindern erhaltenen Werte in verschiedene 
Altersgruppen ergab folgende Prozentzahlen: 


Anorg.P 2.3-PGS FDP ATP 
2—6 Jahre 18,2 29,1 17,9 34,8 
6—14 Jahre 17,6 26,2 20,0 36,2 


Die Abweichungen liegen innerhalb der biologischen Streuungen. 

Kine Priifung der Signifikanz der Differenz der Mittelwerte von 
ATP und von 2.3-PGS fiir Kinder und Erwachsene (Tab. 3) fiihrte zu dem 
Ergebnis, daB die Wahrscheinlichkeit P des Vorliegens einer Normal- 


Tab. 3. Priifung der Signifikanz der Differenz der Mittelwerte von ATP und 
2.3-PGS fiir Kinder und Erwachsene 














Kinder Erwachsene 
Mittelwert Zahl der Mittelwert Zahl der oy 
mg % P Vers. Pers. mg % P Vers. Pers. 
ATP 6,03 42 3,95 24 < 0,001 
2.3-PGS 4,63 42 5,79 24 < 0,001 














* Die 14 Beispiele unserer I. Mitt. wurden durch 10 weitere erganzt. 

4 J. Brock, Biolog. Daten fiir den Kinderarzt, Springer-Verlag, Berlin 1954, 
Bd. II, S. 324; D.G. Simonsen, M. Wertman, L. M. Westover u. J. W. Mehl, 
J. biol. Chemistry 166, 747 [1946]; Ch. Bomskov u. H. Nissen, Z. ges. exp. Med. 
85, 142 [1932]. 
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verteilung kleiner ist als 0,001, d. h. die Unterschiede der ATP- und der 
PGS-Werte zwischen Kindern und Erwachsenen liegen einwandfrei 
auBerhalb des Zufall-Bereiches. 


Diskussion der Ergebnisse 


Es ist schon linger bekannt, daB die organischen siureléslichen 
Phosphatverbindungen des Blutes sich fast ausschlieBlich in den Ery- 
throcyten befinden; nur selten lieBen sie sich im Plasma nachweisen und 
auch dann nur in geringer Menge*®. Nach Barrenscheen und Peham® 
ist der Nucleotid- bzw. ATP-Gehalt des fétalen, aus der Nabelschnur ent- 
nommenen Blutes um 30—100°% hoher als der des Erwachsenen, und die 
Autoren erkliren diesen Befund durch die Tatsache, daB beim Neuge- 
borenen die Erythrocytenzahl um 30—100°,, héher liegt als beim Er- 
wachsenen. Da sich jedoch nach etwa einem Jahr die Erythrocytenzahl 
des Séiuglings der des Erwachsenen angleicht, so sind unsere Befunde bei 
2- bis 14-jéhrigen Kindern keineswegs auf die gleiche Weise zu deuten, 
sondern es handelt sich hierbei um ein grundsitzlich anderes Verhalten 
des jugendlichen Organismus. 

Rapoport’ konnte zeigen, daB der glykolytische Cyclus der 2.3- 
PGS-haltigen Erythrocyten sich von dem anderer Gewebe grundlegend 
‘ unterscheidet, wie beistehendes Schema zeigt: 

1.3-PGS lagert sich in 2.3-PGS 

’ um, die dann unter Abspaltung 

1.3-PGS von H,PO, in 3-PGS iibergefiihrt 

wird. Der iiberwiegende Anteil 

des Glucosekohlenstoffs nimmt 

ATP a — seinen Weg iiber 2.3-PGS. Der 

3.PGS -H,P0, Phosphorylierung von ADP zu 

ATP durch 1.3-PGS kommt 

tno quantitativ keine wesentliche Be- 

2-PGS deutung zu. ,, Dem Verbrauch von 

2 ATP in der Hexose-Phosphory- 

lierung steht nur die Bildung 

von gleichviel ATP durch die Phosphopyruvatkinase-Reaktion gegen- 
tiber.“ 

In den meisten Geweben dagegen macht der Abbauweg tiber 2.3- 
PGS vermutlich nur einen kleinen Bruchteil aus und beschrankt sich 
auf die Produktion katalytischer Mengen von 2.3-PGS, die fiir die Um- 
wandlung von 3-PGS in 2-PGS durch das Enzym Phosphoglyceromutase 
erforderlich ist’. 

Da wir nun im Blut von Kindern ein Uberwiegen von ATP gegen- 
iiber 2.3-PGS finden, liegen hier die Verhiltnisse anscheinend anders. Die 


ADP 


5 H. K. Barrenscheen, F. Doleschall u. L. Popper, Biochem. Z. 177, 39 
[1926]. 
6 H. K. Barrenscheen u. A. Peham, diese Z. 272, 81 [1942]. 
7 §. Rapoport, Biochem. Z. 826, 231 [1955]. 
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Phosphorylierung von ADP durch 1.3-PGS spielt hier eine gréBere Rolle 
als beim Erwachsenen, und das Gleichgewicht 1.3-PGS ——— 2.3-PGS ist 
hier erheblich zugunsten von 1.3-PGS verschoben. 

Prankerd und Altman® lieBen anorganisches Phosphat, das mit 
82P markiert war, in rote Blutzellen hineindiffundieren und fanden den 
radioaktiven P sowohl in 2.3-PGS als auch in ATP wieder. Es besteht die 
Beziehung: 

Phosphogly- 
cerokinase 


(1) 1.3-PGS-[1-P] + ADP ———————~ 3-PGS + ATP-[terminal-*P] 





Diphosphoglyceromutase — 


(2) 1.3-PGS-[1-2P] — > 2.3-PGS-[2-"P] 

P in Stellung 2 von 2.3-PGS vermag also durch Umkehr von (2) in 
1.3-PGS tiberzugehen und findet sich dann nach (1) als terminaler P in 
ATP wieder. Es besteht somit nach Prankerd ,,Vorlaufer-Verwandt- 
schaft‘‘ zwischen 2.3-PGS und ATP. Dies steht aber in guter Uberein- 
stimmung mit unseren Befunden, daB im Blut von Kindern ATP (ausge- 
driickt durch P) im Durchschnitt 31° hoher liegt als beim Erwachsenen, 
2.3-PGS dagegen um den gleichen Betrag niedriger. Der Abbauweg ver- 
lauft also hauptsichlich tiber 1.3-PGS, die ihr Phosphat in Stellung 1 auf 
ADP — das aus Adenosin nachgeliefert werden kann — unter Bildung 
von ATP iibertrigt. Somit kommt es zu einem erhéhten ATP-Gehalt auf 
Kosten von 2.3-PGS. 

Wir finden also im Blut von Kindern ein beweglicheres glykolytisches 
System als in dem der Erwachsenen. Je nach Bedarf von ATP tritt eine 
Umschaltung in dem von Rapoport gegebenen Schema des ,,PGS- 
Cyclus“, wie er ihn nennt, ein. 

Es kénnte der Einwand erhoben werden, da8 eventuell die Atmung 
der Erythrocyten beim Kind hoher sei als beim Erwachsenen, was auch 
zu einer Vermehrung von ATP fiihren miiBte. Dariiber ist unseres Wis- 
sens noch nichts bekannt. Jedoch kommt der Atmung speziell in den 
Erythrocyten nur eine geringe Bedeutung zu®, denn in diesen sind alle 
Stoffwechselvorginge gegentiber der Glykolyse verkimmert. 

Ks erhebt sich nun die Frage: Warum ist die energiereiche Phosphat- 
verbindung ATP in den Erythrocyten der Kinder erhéht ? Dazu kénnen 
nur Vermutungen gediuBert werden. Es wire z. B. méglich, daB mehr 
ATP als Energiequelle fiir osmotische Arbeit bendtigt wiirde als bei Er- 
wachsenen. Dafiir wiirden die Befunde von Fleckenstein, Gerlach 
und Janke?® sprechen. Diese Autoren stellten fest, daB in den Erythro- 
cyten von Menschen und Tauben bei einer Abnahme der ATP-Vorrate 
— hervorgerufen durch zugesetzte Gifte — gleichzeitig der aktive Kat- 
ionentransport stark absinkt, beziehungsweise zum Erliegen kommt. 


8 T. A. J. Prankerd u. K. I. Altman, Biochem. J. 58, 622 [1954]. 

® O. Warburg, diese Z. 59, 112 [1909]. 

10 A, Fleckenstein, E. Gerlach u. J. Janke, Schweiz. med. Wschr. 86, 
1041 [1956]. 
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Auch Gardos und Straub™ gelangten zu dem Ergebnis, daB phy. 
siologischer K-Austausch nur dann stattfindet, wenn die roten Blut- 
kérperchen ATP enthalten, und nach Whittam” ist ATP wenig. 
stens eines der Bindeglieder bei der Verkniipfung, die zwischen ak- 
tivem K-Transport und Glykolyse in den menschlichen roten Blut- 
zellen besteht. Es kénnte aber auch ATP fiir vermehrte Synthesen 
irgendwelcher Art notwendig sein. 

Fir die Unterstiitzung unserer Arbeit durch eine Forschungsbeihilfe des 
Landes Nordrhein- Westfalen méchten wir unseren besten Dank aussprechen. 
Ferner danken wir dem Direktor des Max-Planck-Instituts fiir Ernahrungsphysio- 
logie, Herrn Professor Kraut, fiir sein Entgegenkommen, das diese Untersuchungen 
erméglichte. 


Zusammenfassung 


Beim Vergleich der P-Werte in der siureléslichen Fraktion des 
menschlichen Blutes fanden wir zwischen Kindern und Erwachsenen be- 
merkenswerte Unterschiede: Das Blut des Kindes enthélt im Durch- 
schnitt 31% mehr ATP und 32%, weniger 2.3-PGS als das des Erwach- 
senen. FDP zeigt keinen Unterschied, wahrend das anorganische Phos- 
phat beim Kind um 30°, und das Gesamt-Phosphat um 17°% hoher liegt. 

Die Vermehrung von ATP auf Kosten von 2.3-PGS 1a8t sich durch 
Verschiebung des von Rapoport in den Erythrocyten aufgefundenen 
PGS-Cyclus zwanglos erklaren. 


Summary 


Comparing the P-values in the acid-soluble fraction of human blood 
we found remarkable differences between children and adults: blood of 
children on the average contains 31°, more ATP and 32°% less 2.3-PGA 
than blood of adults. For FDP there is no difference between them, 
whereas children’s inorganic phosphate is 30°, higher and the entire 
phosphate is 17% higher than adults’. 

The increase of ATP at the expense of 2.3-PGA is easily explained 
by the shift of the PGA-cycle found by Rapoport in erythrocytes. 

iL G, Gardos u. F. B. Straub, Acta physiol. Acad. Sci. hung. 12, 1 [1957]. 
' R. Whittam, J. Physiol. 140, 479 [1958]. 
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Nachweis eines direkten Insulineffektes 

auf den Kohlenhydratstoffwechsel der Leber 
Von 

Walther Lamprecht und Ivar Trautschold 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Februar 1958) 


Versetzt man Lebergewebeschnitte diabetischer Tiere mit C-mar- 
kierter Glucose, so findet man keine Radioaktivitét im gebildeten CO, 
und keine Fettsynthese aus Glucose!. Obwohl eine direkte Insulinwirkung 
auf den Leberstoffwechsel negiert wird?*, kann man der Auffassung sein, 
daB insulinbedingte Angriffspunkte der diabetischen Stoffwechselstérung 
in der Leberzelle vorliegen, namlich im Glucoseabbau und im Verlauf der 
Fettsynthese. 

In normalen Lebergewebeschnitten wurde eine Insulinwirkung auf 
die Fettsiuresynthese aus Brenztraubensiaure, Essig- oder Milchsaure des 
éfteren dargestellt*. Dagegen ist es auffallend, daf niemals in vitro die 
Normalisierung der Glucoseverwertungsstorung der Leber durch Insulin 
demonstriert werden konnte. 

Da die Zeit bis zur vollstiindigen Wiederherstellung normaler Stoff- 
wechselvorginge in der Leber relativ lang sein soll (6—24 Stdn.), wird 
angenommen, daB eine evtl. Insulinwirkung zeitabhangig im Sinne einer 
Adaption zustande kommt?. Diese Annahme steht in deutlichem Gegen- 
satz zu den Verhaltnissen beim Muskel. Man weiB, daB das Diaphragma 
diabetischer Ratten sofort auf Insulin anspricht. Daher bestehe die 
Hauptstoffwechselwirkung des Insulins darin, den Glucosetransport zu 
beschleunigen. 

In der vorliegenden Arbeit kénnen wir zeigen, daB Insulin den Glu- 
cosestoffwechsel der Leber direkt beeinfluBt. Es wird nachgewiesen, daB 
in der diabetischen Stoffwechsellage eine Blockierung in den ersten 
enzymatischen Reaktionsstufen des Glucoseabbaues besteht, welche 
schon kurz nach Insulinzufuhr (44 Stde.) aufgehoben wird. 


1]. L. Chaikoff, Harvey Lectures 47, 99 [1951—52]. 

2 R. Levine, Vortrag ArztekongreB, Nijmegen 1957, zit. nach K. Stuhl- 
fauth, Acta Hepatologica, im Druck; R. Levine u. J. B. Fritz, Diabetes 5, 209 
[1956]; W. J. Craig u. Mitarbb., Proc. Soc. exp. Biol. Med. 78, 698 [1951]; 
A. Bornstein u. W. Greisbach, Exp. Med. 48, 371 [1924]; W. C. Stadie, Amer. 
J. Med. 19, 257 [1955]; N. A. Nielsen, Scand. Arch. Physiol. 66, 19 [1933]; E. 
Lundsgaard, N. A. Nielsen u. 8. L. Orskov, Scand. Arch. Physiol. 78, 296 
[1936]; P. Kruhoffer u. J. A. Muntz, Acta physiol. scand. 30, 258 [1954]. 

3 A. KE. Renold, A. B. Hastings u. F. B. Nesbett, J. biol. Chemistry 209, 
687 [1954]; 218, 135 [1955]. 

4 W. C. Stadie, Diabetes 5, 263 [1956]. 
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Methoden 


Tiermaterial 


Alloxandiabetische Ratten wurden nach einer Vorschrift von Cori® erhalten, 
Es wurden nur Tiere verwendet, die iiber 4 Wochen einen Mindest-Blutzuckerspiegel 
von 200 mg% zeigten. 

Zur Erzeugung des Hungerdiabetes wurde den Ratten 5—6 Tage das Futter 
entzogen. Zur Zuckerbelastung wurde —anschlieBend an 5 Tage Hunger —an Stelle 
von Wasser iiber 24 Stdn. eine 10-proz. Glucose- bzw. Fructoselésung vorgesetzt. 
Damit fallen unterschiedliche Resorptionsgeschwindigkeiten oder dgl. nicht ins 
Gewicht. 

Versuchsmaterial 

Die verwendeten Enzyme und Coenzyme wurden uns teilweise von C. F. Boeh- 
ringer u. Séhne, Mannheim, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt, zum Teil 
nach bekannten Vorschriften selbst dargestellt (Zwischenferment, Hexokinase, 
Myokinase). Ein sehr reines Enzympraparat von Phosphoglycerinsdéurekinase 
(,,PGK*“‘) verdanken wir Herrn Dr. H. U. Bergmeyer, Tutzing, ein TPN-Praparat 
von 99°, Reinheitsgrad Herrn Dr. H. P. Reinicke, Mannheim. 


EnteiweiBung der Leber 
Die Leberproben wurden mit der vierfachen Menge kalter Perchlorsiure 
(0,6-n.) unter Kithlung in einem hochtourigen Homogenisator (etwa 45000 U/min; 
90 Sek.) aufgeschlossen und enteiweiBt. Das Homogenat wurde 15—20 Min. bei 
etwa 21000 x g und 2° zentrifugiert, der Uberstand unter vorsichtigem Zutropfen 
von 2-n. KOH (etwa20 Min.) und Eiskiihlung neutralisiert (pq 7,2) und nach 15 Min. 
Stehenlassen vom Niederschlag abdekantiert (= ,,LeberaufschluB“‘). 


Enzymatische Bestimmungen der Substrate 


Samtliche Substratkonzentrationen wurden mit Hilfe enzymatisch-optischer 
Messungen ermittelt. * 

Der Adenosintriphosphat-Gehalt (ATP) der Leberproben wurde mit der ge- 
koppelten Hexokinase-Zwischenferment-Reaktion bestimmt®. Zusammensetzung 
der MeBlésung: 0,05 ml TPN-Lsg. (2 mg/ml), 4,0 m/ Triathanolamin-Puffer (m/20; 
pu 7,6), 0,38 ml MgCl,-Lésung (0,1-m.), 0,4 mi Glucose-Lésung (0,5-m.), 0,2 bzw. 
0,1 ml ,,LeberaufschluB“; 1. Enzymzugabe 0,05 ml Zwischenferment-Lésung (50 y), 
geringe Extinktionszunahme durch enthaltenes Glucose-6-phosphat; 2. Enzym- 
zugabe 0,05 ml Hexokinase-Lésung (15 mg/ml); Reaktionsende nach etwa 10 Min.: 
Schichtdicke der Kiiv. 20 mm. 

Brenztraubenséure (BTS), Dihydroxyaceton-phosphat (DOAP) und Fructose- 
1.6-diphosphat (FDP) wurden in einem Kiivettenansatz bestimmt. Zusammen- 
setzung der MeBlésung: 2,0 bzw. 4,0 ml Triithanolamin-Puffer (m/20; pH 7,6), 
0,05 ml DPN-H-Lésung (10 mg/ml), 4,0 bzw. 2,0 m/ ,,Leberaufschlu8“; 1. Enzym- 
zugabe 0,05 ml Milchséuredehydrase-Lisung (50 y) (BTS-Bestimmung); Testende 
nach 4—5 Min.; 2. Enzymzugabe 0,05 m/l «-Glycerophosphat-Dehydrase (50 y) 
(DOAP-Bestimmung); Testende nach etwa 6 Min.; 3. Enzymzugabe 0,05 ml 
Aldolase-Lésung (50 y) (FDP-Bestimmung); Testende nach etwa 10 Min.; Schicht- 
dicke der Kiiv. 40 mm. 


Ergebnisse 
Hungerdiabetes und Alloxandiabetes 


Tabelle 1 zeigt die stationéren Zwischenstoffkonzentrationen an 
Brenztraubensiure (BTS), Dihydroxyaceton-phosphat (DOAP), Fruc- 
tose-1.6-diphosphat (FDP) und Adenosintriphosphat (ATP) in der Leber 


5 ©. F. Cori, persénliche Mitteilung. 
6 W. Lamprecht, Habilitationsschrift, Techn. Hochschule Miinchen, 1957. 
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nach 12 Stdn. Futterentzug bei gesunden Ratten (Normaltiere), nach 
144 Stdn. Futterentzug (Hungertiere) bzw. nach manifestem Alloxan- 
Iten, diabetes. 
iegel 
Tab. 1. Stationire Zwischenstoffkonzentrationen der Leber normaler und diabe- 
oy tischer Ratten in y/g Frischgewicht. (mn Klammern die Zahl n der Einzelversuchs- 
et zt “7 
ins tiere; mittlere quadratische Abweichung s = - 5 Zi aa .) 
veh- . ° alloxandiabetische 
Teil Normaltiere Hungertiere Tiere 
ase, 
te ONS ts Skis Ss 23+ 0,2 (18) 0.8 -+ 0,1 (24) 1,3 + 0,2 (6) 
west DOAP..... 8,6 + 0,3(18) | 7,9* + 0,3(24)| 15,14 0,4 (6) 
10,5** + 0,3 (16) 
tt, ar 16,0 + 1,2(18) | 10,8 + 1,1 (24) 23,5 + 1,2 (6) 
s.\ it 5 re 1085 +81 (18) [335 +27 (24) 550 +40 (6) 
wure 
ain; * Nach 5 Tagen. ** Nach 6 Tagen. 
bei 
fen Tab. 2. Stationire Zwischenstoffkonzentrationen der Leber von 120 Stdn. hun- 
fin. gernden Ratten, die 24 Stdn. lang eine 10-proz. Glucose-(Glucosebelastung) bzw. 
Fructose-Lésung vorgesetzt bekamen (durchschnittl. aufgenommene Trinkmenge 
40—50 ml/Tier/Tag) ohne und mit Insulinbehandlung. Angaben in y/g Frisch- 
h gewicht. 
her 
Glucosebelastung | Fructosebelastung ag senate. 
oa ee 1,0 + 0,2 (32) 5,1 -- 0,4 (28) 24+ 0,2 (12) 
) DOAP |. 1. s+. 17,0 + 0,4 (32) 10,0 + 0,3 (28) 13,2 + 0,3 (12) 
ha ee 33,0 + 1,3 (32) 15,9 + 1,2 (28) 18,0 + 1,3 (12) 
“9 Ae 6s ee 415 +38 (32)] 530 +39 (28)| 750 +51 (12) 
se- Glucosebelastung + Altinsulin** 
on- 
6), 4 E. Insulin, 4 Stde.}2 E. Insulin, 4 Stde.|5 E. Insulin, 4, Stde. 
m- 
de Panels ies 4. “toy 3,3 + 0,3 (28) 1,7 + 0,2 (16) 2,9-+ 0,3 (24) 
y) CS ae 11,1 + 0,3 (28) 13,6 + 0,4 (16) 11,3 + 0,4 (24) 
ml LS) a ee 21,7 + 1,3 (28) 245+ 1,3 ti8) 19,6 + 1,3 (24) 
“| _. gael 720 +53 (28)| 700 +55 (16)| 945 +70 (24) 
4 E. Insulin, 14 Stde.|2 E. Insulin, 14 Stde.| 4 E. Insulin, 1 Stde. 
ee 2,4 +- 0,2 (18) 0,9 -- 0,2 (10) 2,7 +- 0,2 (10) 
a ee 12,4 -+ 0,4(18) | 164+ 0,4 (10) 8,1 -+ 0,2 (10) 
un i 24,0 + 1,3 (18) 32,1 + 1,4 (10) 12,2 + 1,2 (10) 
9. a sas 725 +62 (18)| 435 +40 (10)| 685 453 (10) 
~ | 
” * 4 E. Insulin-Depot (Depot-Insulin ,,Horm‘‘, Hormon-Chemie, Miinchen) 24 Stdn. vor der 
Tétung i.m, injiziert. 
** Rinder-Insulin ,,Novo‘, 10mal krist., 0,379 Zn, Terapeutisk Laboratorium, Kopenhagen, 
cB wurde zu den angegebenen Zeiten vor der Tétung i.m. injiziert. 
1 ig 
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Der Gehalt an BTS und an ATP fallt nach 5 Tagen Hunger in der 
Leber von Ratten stark ab. Nach 120 Stdn. Hunger steigt die Keton- 
kérperbildung im Harn betrachtlich an (um das etwa 16-fache)’. Ein 
fiinftagiger Futterentzug fiihrt bei Ratten also zur pathologischen 
Stoffwechsellage des Hungerdiabetes’®. 

Bei Alloxandiabetes ist der BTS- und ATP-Gehalt der Leber eben- 
falls stark vermindert, wogegen der Gehalt an DOAP und FDP erhéht 
wird. 

Glucose- und Fructosebelastung 


Wenn 5 Tage hungernde Ratten mit 10-proz. Glucoselésung gefiit- 
tert werden (24 Stdn.), nimmt die DOAP- und FDP-Konzentration der 
Leber stark zu, der ATP- und BTS-Gehalt ist dagegen kaum verandert 
(Tab. 2). 

Fructosegaben fiihren im Vergleich zur Glucosebelastung zu ginz- 
lich veranderten Substratkonzentrationen. Der DOAP-Gehalt nimmt nur 
um etwa 20°, der FDP- und ATP-Gehalt um etwa 30° zu; die BTS- 
Konzentration steigt dagegen von 0,8 auf 5,1 y/g. 


Glucosebelastung + Insulin 


Werden fiinf Tage hungernde Tiere mit Glucose gefiittert und wird 
1, bzw. 14 Stde. vor der T6tung Insulin i.m. injiziert (Altinsulin), so bil- 
det sich — abhangig von Insulinkonzentration und Zeit — in der Leber 
vermehrt BTS und ATP. Der Gehalt an DOAP und FDP nimmt ab. Tiere, 
die z. B. ¥4 Stde. vor der Tétung 5 E. Insulin erhielten, zeigen deutlich 
die Tendenz zur Normalisierung der stationiren Substratkonzentra- 
tionen. Auch tiber 24 Stdn. verabreichtes Depot-Insulin normalisiert die 
glykolytischen Reaktionen weitgehend. Dagegen sind 2 E. Insulin, 
1, Stde. vor der Tétung verabreicht, vollig wirkungslos. 


Diskussion 


Durch die Bestimmung der stationiren Zwischenstoffkonzentratio- 
nen in der Leber hungerdiabetischer Ratten werden deutlich veranderte 
Stoffdurchsatze der beiden Hexosen Glucose und Fructose erkennbar. 
Mit Fructose gefiitterte Tiere zeigen einen etwa sechsfachen Anstieg an 
Brenztraubenséure; DOAP, FDP und ATP nehmen nur um etwa 20 
bzw. 30% zu. 

Nach Glucosebelastung wird der BTS- und ATP-Spiegel kaum merk- 
lich erhdht, jedoch steigen DOAP und FDP auf das Doppelte bzw. Drei- 
fache. 

In einer friiheren Arbeit fanden Helmreich, Holzer, Lamprecht 
u. Goldschmidt’? unter ahnlichen Versuchsbedingungen, daB die 


* E. Helmreich, H. Holzer, W. Lamprecht u. St. Goldschmidt, diese 
Z. 297, 113 [1954]. 

8 §. 8. Chernick, I. L. Chaikoff u. 8S. Abraham, J. biol. Chemistry 193, 
793 [1951]. 
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DPN-H-Konzentration nach 120 Stdn. Hunger nur etwa 23°, des Nor- 
malwertes betrigt; sie bleibt nach Glucosezufuhr unveradndert, nach 
Fructosegaben erreicht DPN-H wieder den Normalwert. 

Holzer u. Mitarb.® haben gleichfalls festgestellt, daB bei Hunger 
und Diabetes ATP abnimmt, wihrend ADP und AMP nicht oder nur 
gering abnehmen. 

Unseren Messungen zufolge stauen sich in der Leber hungerdiabeti- 
scher Tiere nach Glucosebelastung Triosephosphate und Hexosephos- 
phate an, wihrend Fructose ausschlieBlich eine starke BTS-Erhéhung 
bewirkt. Insulingaben heben den ,,Triosephosphatblock” auf und nor- 
malisieren weitgehend simtliche stationiren Substratkonzentrationen. 
Wir ziehen daraus folgende SchluBfolgerungen: 

1. Die Leber hungerdiabetischer Tiere setzt Glucose nur bis zu den 
Triosephosphaten um, die sich dann anhiufen. In der diabetischen Leber 
existiert demnach keine ,,Glucose-Verwertungsstorung*‘, sondern eine 
,, Triosephosphat-Verwertungsstorung“. 

2. Im Hungerdiabetes ist das Enzym Phosphoglycerinaldehyd- 
dehydrase (GAPDH) gehemmt. Insulin beseitigt oder normalisiert die 
Triosephosphat-Verwertungsstérung, das Hormon kann demnach den 
Ablauf der GAPDH-Reaktion beeinflussen. 

3. Fructose wird insulinunabhangig umgesetzt, sie kann daher nicht 
iiber die Stufe der Phosphoglycerinaldehyd-Dehydrierung abgebaut 
werden. 

4. Eine Insulinwirkung tritt in der Leber sofort ein, sie kommt nicht 
zeitabhingig im Sinne einer Adaption zustande. 

Die Stoffwechsellage der Leber im Hungerzustand ist am sichersten 
vergleichbar mit jener der typischen pathologischen Diabetesformen’®?°. 
Sie zeigt auch die namliche Reihe ausgepragter Stoffwechselanomalien, 
durch welche ausnahmslos ein diabetischer Leberstoffwechsel charakteri- 
siert wird: 

Vermindert ist a) die Glucoseoxydation, 

b) die Fettsiuresynthese aus Glucose, 

c) die Glykogenspeicherung, 

d) die Glykogensynthese, 

e) die Rate der Glucosephosphorylierung ; 
vermehrt ist f) die Ketonkérperbildung, 

g) die Glucoseneubildung aus Protein. 

Das Zustandekommen dieser Stoffwechselentgleisungen kann ent- 
weder durch obige SchluBfolgerungen unmittelbar gedeutet werden, oder 
die daraus zu ziehenden Konsequenzen liefern eine Erklarung. 

So werden offensichtlich verminderte Glucoseoxydation und Fett- 
siuresynthese aus Glucose erklart durch das Auftreten eines Triosephos- 


® H. Holzer, Ergebnisse d. medizin. Grundlagenforschung, G. Thieme-Ver- 


lag, Stuttgart [1956]. 
10 F, Leuthardt, Lehrbuch d. Physiol. Chemie, Verlag W. de Gruyter, Berlin 


1957, S. 335. 
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phatstaues (Punkt au. b). Die Speicherung und Synthese des Glykogens 
wurde von uns nicht bestimmt; wir haben aber in der Leber der mit Glu- 
cose belasteten Tiere immer das Auftreten reichlicher Glykogenmengen 
gesehen. Eine erhéhte Glykogenbildung nach derartigen Glucose- 
belastungen (24 Stdn.) ist infolge des beschriebenen Triosephosphat- 
staues auch zu erwarten; denn der Glykogeneinbau ist in jedem Falle ab- 
hangig von der verabreichten Glucosemenge und Stérungen in der Syn- 
these treten erst durch zeitabhaingige Sekundiarprozesse ein, z. B. durch 
Anderungen der bei Diabetes erhéhten Aktivitiat der Glucose-6-phospha- 
tase (G-6-Pase). Die im Lebergewebe freigesetzte Glucosemenge ist ande- 
rerseits die Resultante aus Glykogenspeicherung und Glykogenspal- 
tung!!2, Wir finden — wie Renold u. Mitarbb.* — in der hungerdiabeti- 
schen Leber eine, allerdings fiir diese Verhiltnisse woh] bedeutungslose 
Erhohung der G-6-Pase-Aktivitat (normal 48 E/g*, nach 5 Tagen Hunger 
103 E/g Leberfrischgewicht) ; nach 24 Stdn. Glucose- oder Fructosebela- 
stung wird sie nur wenig gesenkt (84 E/g)!*. Nach Renold kann sich die 
bei Diabetes erhéhte G-6-Pase-Aktivitat erst nach 72 Stdn. wieder nor- 
malisieren®. Die G-6-Pase hat die Aufgabe eines ,,Regulationsenzymes*“, 
das — ahnlich anderen bekannten ,,asen‘‘, wie DPNase, DPN-Nuclease, 
ATPase usw. — den fiir die Zelle erforderlichen, optimalen Spiegel an 
Substrat einstellt (Punkt c u. d). 

Die Annahme, die Rate der Glucosephosphorylierung sei bei Diabetes 
vermindert, bedarf.sicher einer anderen Interpretation, ebenso die Postu- 
lierung, die Hexokinase-Aktivitat (HK) sei bei Insulinmangel verringert. 
Zahlreiche HK-Aktivitatsbestimmungen haben bei diesen Versuchen nie 
eine Verringerung der Aktivitaét dieses Enzymes gezeigt#®, wie auch 
O. Wieland feststellen konnte™. 

Eine reaktionskinetische Betrachtung zeigt, daB die Phosphorylie- 
rungsrate der Glucose durch Riickbildung von Glucose-6-phosphat (G-6- 
P) aus dem Triosephosphatstau, trotz erhéhter G-6-Pase, weitgehend be- 
einfluBt wird, da die Hexokinasereaktion durch G-6-P gehemmt wird! 
(Punkt e). 

Wegen Beziehungen zwischen Ketonkérperbildung und Storung der 
Glucoseverwertung bei Hunger und Diabetes einerseits und den statio- 
niren Konzentrationen an Pyridin-Coenzymen anderseits wird aut 
friihere Arbeiten verwiesen’®1* (Punkt f). 





1 J. Briggemann, J. Schole u. H. Karg, diese Z. 302, 36 [1955]. 

2 J. Briiggemann, J. Schole u. H. Karg, diese Z. 802, 41 [1955]. 

18 W. Lamprecht u. I. Trautschold, unveréffentlicht. 

14 OQ. Wieland, persénl. Mitteilung. \ 

15 W. Lamprecht u. G. Michal, unveréffentlicht; vgl. Diplom-Arbeit 
G. Michal, Techn. Hochschule Miinchen, 1958. 

16 K. Helmreich, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. F. Ritzl, diese Z. 
292, 184 [1953]. 

* E = Enzymeinheit nach M. A. Swanson, J. biol. Chemistry 184, 647 
[1950]. 
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Es war zu erwarten, daB gluconeogenetische Prozesse ebenfalls die 
Riickreaktion der Phosphoglycerinaldehyd-Dehydrierung umgehen. Wir 
haben gefunden, daB bei der Neubildung von Zuckerphosphaten aus 
Aminoséuren und Protein in Abwesenheit glykolytischer Enzyme Di- 
hydroxyaceton-phosphat (DOAP) entsteht, somit die Wege der Gluco- 
neogenese erst hier in das klassische Glykolyseschema einmiinden!’. Nun 
]aBt sich auch der Befund deuten, daB die diabetische Leber, vor allem 
die alloxandiabetische, hohe DOAP und FDP-Konzentrationen aufweist 
(Tab. 1). Auch die Zunahme an DOAP bei fortschreitendem Hunger- 
zustand ist so deutbar (Punkt g). 

Weiterhin haben wir in einer Reihe von Arbeiten iiber einen neu- 
artigen Mechanismus der Triosephosphat-Dehydrase gefunden, daB eine 
spezifische Beeinflussung der Enzymaktivitét durch Insulin még- 
lich ist}. 

Da Fructose insulinunabhangig von der diabetischen Leber verwer- 
tet werden kann, waihrend Glucose den durch Insulin regelbaren Triose- 
phosphatstau zeigt, wird es méglich, der Verschiedenheit der glykolyti- 
schen Stoffwechselwege dieser beiden Hexosen experimentell nachzu- 
gehen. Schon die beiden ersten enzymatischen Umsetzungen der Fructose 
sind von denen der Glucose verschieden (siehe Schema). Fructose-1-phos- 
phat (F-1-P) wird in der Leber zu DOAP und D-Glycerinaldehyd ge- 
spalten!®. Wir finden daher nach Fructosegaben, trotz hoher BTS-Bil- 
dung, eine Zunahme von DOAP und FDP (Tab. 2). Die erhohte FDP- 
Bildung kommt durch Verschiebung des Aldolasegleichgewichts und mit 
Hilfe der Trioseisomerasereaktion bei Zunahme an DOAP zustande. 
Wahrscheinlich kann ein Teil des so ,,angestauten‘’ DOAP iiber 
a-Glycerophosphat zu Glycerin abflieBen. O. Wieland hat kirzlich die 
Zunahme der Glycerinkonzentration in Blut und Leber nach Fructose- 
gaben beschrieben?°. 

Es bleibt demnach die Frage nach dem Stoffwechselweg des D-Gly- 
cerinaldehyds. Holzer hat nachgewiesen, daB die Leber-Alkohol-Dehy- 
drase (ADH) auch die Funktion einer Glycerindehydrase besitzt?!. Die 
Reaktion ist zudem ein DPN-H-verbrauchender Schritt, der tiber «-Gly- 
cerophosphat wieder zu DOAP fihrt (s. SchemaS. 252). Nach Leut- 
hardt soll allerdings Glycerindehydrase bevorzugt L-Glycerinaldehyd 
umsetzen”?. 

17 W. Lamprecht, W. Weigert u. 8S. Nagle, diese Z., in Kiirze im Druck; 
vgl. Diplom-Arbeiten W. Weigert [1957], S. Nagle [1957], H. Katzlmeier 
[1958] sowie Zulassungsarbeit f. d. Lehramt W. Kempfle [1958], samtl. Techn. 
Hochschule Miinchen. 

18 W. Lamprecht u. 8S. Gudbjarnason, diese Z., I.—III. Mitteilung, in 
Kiirze im Druck; vgl. Diplom-Arbeit S. Gudbjarnason, Techn. Hochschule Miin- 
chen [1957]. 

19 F, Leuthardt, E. Testa u. H. P. Wolf, Helv. chim. Acta 36, 227 [1953]. 

20 O. Wieland, Biochem. Z. 329, 313 [1957]. 

21H. Holzer u. 8S. Schneider, Angew. Chemie 67, 276 [1955]; Klin. 
Wschr. 38, 1006 [1955]. 

2 FF. Leuthardt u. H. P. Wolf, Helv. chim, Acta 87, 1732 [1954]. 
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Kin weiterer Weg ware eine Disproportionierung des D-Glycerin- 
aldehydes zu Glycerin und D-Glycerinsaure”*, katalysiert durch Glycerin- 
dehydrase (ADH) und eine ,,Aldehydmutase‘‘*. Leuthardt hat bereits 
1952 bei bestimmten Versuchsbedingungen nach Fructosegaben aus der 
Leber D-Glycerinséure isolieren kénnen!®. 

Wir haben daher vermutet, daB die Leberzelle spezifische Enzyme 
enthalt, welche D-Glycerinaldehyd iiber D-Glycerinsiure zu D-3-Phospho- 
glycerinsdure umsetzen (Schema). Wir konnten auch die fiir die beiden 
Schritte verantwortlichen Enzyme aus Leber (Ratte) anreichern!*. Uber 
das Enzym, welches D-Glycerinsaure mittels ATP zu 3-Phosphoglycerin- 
siure umsetzt (,,Glyceratkinase“), wurde inzwischen von Ichihara und 
Greenberg®, Black und Wright?® sowie von Holzer und Holl- 
dorf*® berichtet. Ob die von Holzer u. Mitarb.?’ aus Spinat gewonnene 

*3 H. Holzer u. A. Holldorf, Biochem. Z. 329, 283 [1957]. 

24 KE. Green, D. M. Needham u. J. G. Dewan, Biochem. J. 81, 2327 [1937]. 

*5 A. Ichihara u. D. M. Greenberg, J. biol. Chemistry 225, 949 [1957]. 

26S. Black u. N. G. Wright, Federation Proc. 15, 222 [1956]; J. biol. 
Chemistry 221, 171 [1956]. 

27 H. Holzer u. A. Holldorf, Biochem. Z. 329, 292 [1957]. 
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D-Glyceratdehydrase, welche D-Glycerinséure reversibel zu Hydroxy- 
pyruvat oxydiert, in der Leber vorkommt, muB noch abgewartet werden. 

Die von uns aus Leber angereicherte Dehydrase*, die D-Glycerin- 
aldehyd sehr rasch zu D-Glycerinsaéure umsetzt, scheint identisch zu sein 
mit einer von Racker®® beschriebenen Aldehydoxydase, welche aller- 
dings Glycerinaldehyd nicht umsetzen soll. Das Enzym wird auch die 
gleiche Dehydrase sein, die von Leuthardt u. Mitarbb.!® bei der Dis- 
proportionierung des Aldehyds in Saéure und Alkohol als ,,Teil einer von 
Green u. Mitarbb.* angegebenen Aldehydmutase“ gefunden wurde (vgl. 
1. o.%). 

Inwieweit eine Wasserstoffverschiebung des nunmehr drei Enzymen 
gemeinsamen Coenzymes DPN (Glycerinaldehyd-Dehydrase, Glycerin- 
Dehydrase und Baranowski-Enzym) stattfinden kann, ist noch nicht un- 
tersucht. Nach den Ergebnissen friiherer Arbeiten scheint aber sicher die 
einzige DPN-H-liefernde Reaktion, nimlich die Glycerinaldehyd-Dehy- 
drase*, in der diabetischen Leber zu dominieren, denn nach Fructose- 
belastung steigt der DPN-H-Spiegel wieder zum Normalwert an’. Jeden- 
falls kann nach den heutigen Kenntnissen Fructose immer Reaktions- 
wege beschreiten, welche die Dehydrierung von Phosphoglycerinaldehyd 
umgehen. 

Wir haben ferner zeigen kénnen, da Gaben von 5 E. Insulin bereits 
nach 4/, Stde. die Triosephosphat-Verwertungsst6rung weitgehend be- 
seitigen. Vor allem steigen ATP und BTS nach Insulin wieder zur Norm 
an. Wenn somit gezeigt wird, daB eine der glykolytischen Reaktionen 
durch Insulinzufuhr derart kurzfristig beeinfluBt wird, ist noch keines- 
wegs bewiesen oder ausgesagt, da weitere diabetische Stoffwechsel- 
anomalien ebenso schnell auf Insulin ansprechen. Es wird vor allem zu 
klaren sein, ob bei Diabetes noch weitere insulinbedingte Mechanismen 
gestért sind. So soll eine zweite Blockierung die vollstandige Oxydation 
oder Synthese der Fettsiuren betreffen**®. Es ist jedoch méglich, dab 
ein Teil der Fettsynthese-St6rung nur eine Folge der primaren Stérungen 
des Glucose-Stoffwechsels ist. 


Die Bedeutung der gestorten Leberfunktionen bei Hunger oder Dia- 
betes tritt immer mehr in den Vordergrund. Haben doch zahlreiche Ar- 
beiten mit 131J-markiertem Insulin gezeigt, daB die Hauptaktivitat immer 
in der Leber, Niere und Milz zu finden ist, wahrend die Muskulatur zum 
Teil geringere Insulinkonzentrationen aufweist als das Serum*!. 


Briggemann u. Mitarbb.!? haben die Frage geprift, ob Insulin 
primar durch Hemmung der Glucosemobilisierung (Leber) oder durch 


29 KE. Racker, J. biol. Chemistry 177, 883 [1949]. 
30 §. S. Chernik u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 188, 389 [1951]. 
31 N. Haugaard, M. Vaughan, E.S. Haugaard u. W. C. Stadie, J. biol. 
Chemistry 208, 549 [1954]; N. J. Elgee u. R. H. Williams, J. clin. Invest. 33, 
1252 [1954]; E. Kallee u. G. Seybold, Z. Naturforsch. 9b, 307 [1954]; N. D. Lee 
u. R. H. Williams, Endocrinology (Spr. IIT) 54, 5 [1954]. 
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Forderung der Glucoseverwertung (Muskulatur) den Blutzucker senkt. 
Es wurde keine zeitliche Beziehung zwischen dem Blutzuckerabfall und 
der gesteigerten Glucoseaufnahme (Zwerchfell) nach Insulingaben be- 
obachtet. Jedoch wird 15 Min. nach Insulinzufuhr (10 E.) der Blutzucker 
etwa auf die Halfte reduziert, der Gehalt der Leber an freier Glucose sinkt 
ebenfalls von 321 auf 165 mg, ab. Die von Schole u. Mitarbb.*? be- 
schriebene Funktion des Glutathions bei Diabetes im Zusammenspiel mit 
den hormonellen Steuervorgiingen ist von besonderer Bedeutung. Wir 
werden in den Arbeiten tiber den Mechanismus der Phosphoglycerin- 
aldehyd-Dehydrase® dariiber berichten. 

Durch vorliegende Ergebnisse ist nunmehr eine der bisher postulier- 
ten Diskrepanzen zwischen Muskel- und Leberzelle in Frage gestellt; 
ein momentaner Insulineffekt tritt nicht nur am Muskel ein. Auch in der 
Leber finden wir die sofortige Insulinwirkung, sie kann also nicht zeit- 
abhangig im Sinne einer Adaption zustande kommen. 

Die Diskussion unserer Befunde wirft von neuem die grundsatzliche 
Frage auf®, ob durch eine primaire Stérung des Leberstoffwechsels, also 
beispielsweise infolge Hemmung der Triosephosphatdehydrierung, bei 
Diabetes die Vielzahl der pathologischen Erscheinungsbilder nur sekun- 
dare Folgeerscheinungen sind. 


Frau Christa Kriebitzsch und Herr Peter Balde haben bei den zahlrei- 
chen Reihenversuchen in dankenswerter Weise mitgewirkt. 


Die vorliegende Arbeit wurde durch eine Sachbeihilfe der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft geférdert. 

Fir die Unterstiitzung durch Institutsmittel danken wir Herrn Prof. Dr. St. 
Goldschmidt herzlich. 


Sehr zu Dank verpflichtet sind wir fiir die Uberlassung von Praparaten den 
Firmen C. F. Boehringer u. Séhne, Mannheim, Deutsche Laevosan Gesell- 
schaft, Mannheim, Hormon Chemie, Miinchen, und den Terapeutisk Labo- 
ratorien, Kopenhagen. 


Zusammenfassung 


Die diabetische Leber (Hungerdiabetes) kann Glucose bis zu den 
Triosephosphaten normal umsetzen, die sich nach Glucosebelastung an- 
haufen. Fructose zeigt dagegen nur einen starken Brenztraubensaure- 
anstieg. 

Gaben von 5 E. Insulin normalisieren die glykolytischen Substrat- 
konzentrationen sehr schnell (nach 4/, Stde.); sie beseitigen vor allem 
den nach Glucosegaben aufgetretenen Triosephosphatblock. 2 E. Insulin 
sind bei gleichen Bedingungen wirkungslos. 

Bei Diabetes liegt demnach in der Leber keine ,,Glucoseverwertungs- 
st6rung“*, sondern eine Hemmung der Triosephosphatdehydrierung vor, 
welche unmittelbar nach ausreichender Insulinverabreichung normalisiert 
wird. 


32 J. Schole, H. Karg u. R. Genewein, diese Z. 308, 91 [1957]. 
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Es wird ein glykolytischer Stoffwechselweg der Fructose in der Leber 
beschrieben, der die Stufe der insulinabhangigen Triosephosphatdehydrie- 
rung umgeht. 


Summary 


Diabetic liver (diabetes of starvation) is able to metabolize glucose 
normally down to the triose phosphates which are accumulated after 
glucose stress. Fructose, on the other hand, causes only a large increase of 
pyruvic acid. 

Doses of five units insulin rapidly normalize the concentration of the 
glycolytic substrates (after 1/, hr.); mainly the inhibition of the triose 
phosphates after glucose introduction is removed. Two units insulin are 
without effect under the same conditions. 

There seems to be no disturbance of the glucose utilization in diabetic 
animals, but rather an inhibition of triose phosphate dehydrogenation, 
normalized immediately after addition of sufficient amounts of insulin. 

For fructose a glycolytic metabolism path is described avoiding the 
triose phosphate dehydrogenation dependent on insulin. 
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Nucleoprotamin, VII' 
Von 
K, Felix, A. Goppold-Krekels, 0. Schiff und T, Yamada 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Februar 1958) 


Bisher haben wir die Kerne der Fischspermatozoen und die umge- 
fallten Nucleoprotamine nur auf Stickstoff, Phosphor und Arginin analy- 
siert®. Vor einigen Jahren haben wir nun auch die iibrigen in ihnen ent- 
haltenen Aminosauren durch direkte Hydrolyse der Zellkerne und des 
Nucleoprotamins? bestimmt und zu unserer Uberraschung neben den im 
isolierten Protamin vorkommenden Aminosiéuren noch andere nachge- 
wiesen. 

Bei den Kernen der Regenbogenforelle sind diese zusatzlichen 
Aminoséuren Asparaginsaéure und Glutaminsaure, bei denen des 
Saiblings und der Bachforelle auBerdem noch Isoleucin. 

Wir haben zwolf Praparate von Spermienkernen der Regenbogen- 
forelle aus verschiedenen Jahren analysiert und nur einmal bei einem 
Praparat von 1951 die beiden Aminodicarbonséuren nicht entdecken 
kénnen. Vom Saibling und der Bachforelle haben wir zwoélf bzw. zehn 
Darstellungen von Spermatozoenkernen untersucht und in allen jene zu- 
sitzlichen Aminoséuren gefunden. 

In keinem der bisher dargestellten Praparate der zugehérigen freien 
Protamine waren Asparaginséure und Glutaminséure enthalten. Iso- 
leucin ist indessen ein regelmaBiger Baustein des Protamins der Regen- 
bogenforelle, wurde aber in den Protaminen des Saiblings und der Bach- 
forelle bisher immer vermiBt. Threonin haben wir nur im Clupein und 
Sturin gefunden. 

Allerdings zeigten die Papierchromatogramme zweier Praparate von 
Spermatozoenkernen des Saiblings aus dem Jahre 1950 und ebenfalls 
zweier Priparate von Spermatozoenkernen der Bachforelle aus den Jah- 
ren 1952 und 1953 Flecken von Threonin. Somit scheint diese Aminosaure 
in den Kernen der genannten Forellenarten gelegentlich vorzukommen. 

Wenn man das Protamin von der Desoxyribonucleinsiure (DNS) da- 
durch trennt, daB man es mit 0,2-proz. Salzsiure extrahiert, oder dadurch, 
da man es aus einer Loésung der Kerne in 10-proz. Kochsalzlésung durch 
Sattigung mit Kochsalz aussalzt, bleiben die zusatzlichen Aminoséuren 


1 VI. Mitteil.: R. Schneider, diese Z. 294, 74 [1953]. 
2 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [1951]; 
289, 10 [1951]. 
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regelmaBig bei der DNS, wie papierchromatographisch leicht festgestellt 
werden konnte. Das Chromatogramm enthiillte aber noch eine weitere 
Uberraschung: Neben den zusitzlichen Aminosiuren waren an der DNS 
auch noch alle anderen Aminoséuren der Protamine haften geblieben. 

Wir haben nun die frisch gefallte DNS gegen destilliertes Wasser 
dialysiert und taglich Proben der Innenfliissigkeit analysiert. Es zeigte 
sich, daB zuerst die Aminoséuren der Protamine Isoleucin, Valin, Prolin, 
Alanin, Arginin und zuletzt die beiden Aminodicarbonsauren neben Serin 
und Glykokoll hinausdiffundierten. Wegen des hohen Gehaltes an Koch- 
salz konnte die AuBenfliissigkeit nicht niher untersucht werden. Aber es 
lieB sich doch feststellen, daB sie sich nach dem Eindampfen stark mit 
Ninhydrin farbte, wihrend die Protamine nicht oder nur sehr schwach 
damit reagieren. 

Die in die AuBenfliissigkeit gewanderten Aminosduren miissen somit 
als solche oder als niedere Peptide vorhanden sein. 

Die nichstliegende Erklarung fiir das Haftenbleiben der Amino- 
siuren an der DNS ist die, daB das Protamin mit der verdiinnten Salz- 
siure nicht vollstiéndig extrahiert worden ist. Dagegen spricht folgende 
Beobachtung: Wie in der nachsten Mitteilung* beschrieben werden wird, 
tritt das Nucleoprotamin in einem ganz bestimmten Stadium der Sper- 
miogenese auf und hat vom ersten Auftreten an dieselbe Zusammen- 
setzung wie in den reifen Spermatozoen, enthalt also auch jene zusitz- 
lichen Aminoséuren. Wenn man aus den Zellen der unreifen Testes des 
Saiblings die Kerne, aus diesen wieder das Nucleoprotamin isoliert und 
dann auf die gleiche Weise das Protamin mit Salzsiure extrahiert, erhalt 
man ein Protaminpraparat, das neben den bisher bekannten Aminosauren 
noch die beiden Aminodicarbonsauren und Isoleucin enthalt. 

Die Kerne der unreifen Spermatiden sind nach elektronenmikrosko- 
pischen Aufnahmen, die im Laboratorium von Herrn Professor Hans Ris 
in Madison, Wisconsin, von der Spermiogenese bei Heuschrecken ange- 
fertigt worden sind, noch ganz locker aufgebaut. Zwischen den Biindeln 
der Nucleoproteidfasern liegen weite Maschen. Mit fortschreitender Rei- 
fung riicken die Faserbiindel immer enger zusammen, bis sie schlieBlich 
eine kompakte, scheinbar homogene Masse bilden. Wahrscheinlich macht 
der Kern bei der Reifung der Forellenspermatozoen eine ahnliche Um- 
wandlung durch. So lange die Faserbiindel noch weiter auseinander lie- 
gen, kann ihn die Salzsiure in seiner ganzen Ausdehnung durchdringen 
und das Protamin vollstiindig extrahieren; spiter, im kompakten 
Stadium, gelingt ihr das offenbar nicht mehr. 


Versuche 


Proben von Regenbogenforellen-, Saiblings- und Bachforellenspermatozoen- 
kernen der Jahrgange 1950—1954 wurden mit 20-proz. HCl 24 Stdn. bei 110° hydro- 
lysiert und nach Verjagen der Salzsiure zweidimensional auf Papier (Schleicher & 


3K. Felix, A. Goppold-Krekels u. H. Lehmann, diese Z., im Druck. 
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Schill, Nr. 2043b) chromatographiert. (1. Lésungsmittel: n-Butanol/Eisessig/Was- 
ser (4:1:5); 2. Lésungsmittel: wassergesattigtes Phenol, NH, in der Atmosphare.) 

Bei den Saiblings- und Bachforellenkernen wurden in simtlichen Proben iiber- 
einstimmend folgende Aminosauren festgestellt: Glykokoll, Alanin, Serin, Prolin, 
Valin, Isoleucin, Arginin, Asparaginsaéure, Glutaminsaure; die Regenbogenforellen- 
kerne enthielten auBerdem noch Lysin. 

Proben simtlicher Jahrginge der oben genannten Forellenarten wurden in 
10-proz. NaCl-Lésung homogenisiert und aufgelést, anschlieBend durch EingieBen 
in destilliertes Wasser als Nucleoprotamin wieder ausgefallt. Dieses Produkt wurde 
wie die Spermatozoenkerne selbst hydrolysiert. Die Papierchromatogramme aller 
drei Forellenarten zeigten die gleichen Aminosiuren wie die der jeweiligen 
Kerne. 

Aus den Nucleoprotaminproben wurde mit 0,2-proz. HC] das Protamin extra- 
hiert, gefallt, hydrolysiert und papierchromatographiert. Wir fanden bei allen drei 
Forellenarten die gleichen Aminosauren wie friiher?. 

Die Untersuchung, wo die zusatzlichen Aminosiuren bleiben, wenn das Nu- 
cleoprotamin in Protamin und DNS zerlegt wird, haben wir am Nucleoprotamin des 
Saiblings ausgefiihrt. 

Das Nucleoprotamin wurde mit 0,2-proz. HCl so lange extrahiert, wie Natrium- 
pikrat noch einen Niederschlag erzeugte. Das geléste Protamin sowie die ungeléste 
DNS wurden hydrolysiert und auf Aminosiuren untersucht. Das Protaminhydro- 
lysat brachte das oben erwihnte Ergebnis, das Chromatogramm des DNS-Hydro- 
lysates zeigte wieder alle Aminosidureflecken des Kerns selbst und des intakten 
Nucleoprotamins. 

Gegen dieses Verfahren kiénnte eingewandt werden, daB die ungeléste, zaihe 
DNS eingeschlossenes Protamin zuriickhalt. Deswegen haben wir das Nucleoprot- 
amin in 10-proz. NaCl aufgelést und diese Lésung mit Kochsalz gesattigt. Dabei 
triibte sich die Lésurig von dem ausfallenden Protamin. Die eine Halfte wurde bei 
-+ 4° zum Absetzen stehen gelassen, die andere sofort bei 20000 Umdrehungen zen- 
trifugiert. Beide Halften gaben einen wasserklaren Uberstand. Die weitere Auf- 
arbeitung der Proben fiihrte zu dem gleichen Ergebnis. 

Der Riickstand, bestehend aus Protamin und Kochsalz, wurde in 5-proz. Tri- 
chloressigsiure gelést. Wenn man deren Konzentration auf 20% erhéhte, fiel das 
Protamin allein aus. Dieses wurde hydrolysiert und papierchromatographisch 
analysiert. Das gefundene Aminosiuremuster glich dem friiher beschriebenen?. 

Der Uberstand wurde 24 Stdn. gegen dest. Wasser dialysiert, um die Haupt- 
menge des Kochsalzes zu entfernen, danach eine Probe entnommen, in Alkohol 
gefallt und hydrolysiert. Auf dem Papierchromatogramm fanden wir die gleichen 
Aminoséuren wie im Kern oder dem umgefillten Nucleoprotamin. Es bestitigte 
sich also, daB bei Extraktion des Nucleoprotamins die eben erwihnten Amino- 
siuren bei der Nucleinsaéure verbleiben. 

Der Rest des Uberstandes wurde weitere 24 Stdn. gegen frisches dest. Wasser 
dialysiert, wieder eine Probe entnommen, ausgefallt und hydrolysiert, schlieBlich 
hiervon der Rest ein drittes Mal dialysiert und ebenfalls in Alkohol gefallt. 

Wenn man die Chromatogramme nach 48 und 72 Stdn. mit dem nach 24 Stdn. 
vergleicht, so sieht man, daB Isoleucin nur in den ersten 24 Stdn. vorhanden ist, 
wahrend alle iibrigen Aminosdéuren noch nach 72 Stdn. vorkommen. Die Flecken 
von Valin, Prolin, Alanin und Arginin sind aber erheblich blasser geworden, die von 
Serin und Glykokoll nur wenig. Die Flecken von Glutaminsiure und Asparaginsaure 
sind wahrend der ganzen Zeit unverindert geblieben. 

Die drei Dialysate wurden einzeln eingedampft und Proben davon auf Filter- 
papier mit Ninhydrinlésung bespriiht. Alle Proben gaben eine deutlich positive 
Reaktion. Wegen des hohen Kochsalzgehaltes war es nicht méglich, das Gemisch 
der in die AuBenfliissigkeit gewanderten Aminosiuren und Peptide auf dem Papier 
zu zerlegen. 
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ag Zusammenfassung 
} 
these In den Spermienkernen und den Nucleoprotaminen der Regen- 
rolin, bogenforelle, des Bachsaiblings und der Bachforelle wurden neben den 
‘ellen- Aminosiuren, die in den isolierten Protaminen enthalten sind, noch zu- 
er sitzliche gefunden. Diese sind bei der Regenbogenforelle Asparaginsiure 
ieBen und Glutaminsiure, beim Bachsaibling und bei der Bachforelle auBerdem 
wurde noch Isoleucin. 
- aller 
iligen Summary 
In sperm nuclei and nucleoprotamines of rainbow trout, brook trout 

xtra- ° tiie . ° : 
- wi and river trout additional amino acids were found along with those con- 

tained in isolated protamines. They are in the case of the rainbow trout 
: Nu- aspartic and glutamic acid, in the case of the brook trout and the river 


n des trout isoleucine in addition. 
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Gewinnung von D- und L-Alanin 
durch Spaltung von DL-Alaninestern mit Pankreatin 
Von 
Helmut Zahn und Eugen Schnabel! 


Aus dem Deutschen Wollforschungsinstitut an der Techn. Hochschule Aachen 
und dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Februar 1958) 


Zur Gewinnung der Antipoden aus racemischem Alanin kennt 
man eine Reihe verschiedener Verfahren?. Die Ubertragung der Acylase- 
Methode auf das N-Chloracetyl-DL-alanin, N-Acetyl-DL-alanin und DL- 
Alaninamid? bedeutete eine erhebliche Vereinfachung und Verbesserung. 
Leider sind die Acylasen nur schwer zugénglich. Wir versuchten daher 
eine enzymatische Spaltung mit kauflichem Pankreatin auszuarbeiten. 

Schon Warburg? war es gelungen, L-Leucin aus dem Propylester 
von DL-Leucin durch asymmetrische Verseifung mit Pankreatin zu er- 
halten. Vor einigen Jahren wurde diese Beobachtung von Brenner 
und Mitarbeitern auf den Isopropylester des DL-Tryptophans® und des 
DL-Methionins® tibertragen. Fast gleichzeitig konnte Wretlind den 
DL-Phenylalanin-isopropylester spalten’, und die Methode schien all- 
gemein anwendbar. Die Grenzen zeigten sich bei den Estern der kleiner- 
molekularen Aminosauren, die zwar auch optisch selektiv gespalten wer- 
den, wo aber gleichzeitig wegen ihrer Hydrolysenempfindlichkeit auch 
die D-Form merklich hydrolysiert wird. So konnte Wretlind bereits 
beim sek. Butylester des DL-Valins® die reine L-Form nicht mehr iso- 
lieren, sondern nur noch das D-Valin. 

Bei der Umsetzung von DL-Alanin-isopropylester mit Pankreatin- 
extrakt in waBriger Losung wurde die Hydrolyse chromatographisch 
verfolgt. Das gebildete Alanin war nach mehrmaligem Umkristallisieren 
optisch inaktiv. Bessere Resultate erwarteten wir vom DL-Alanin- 
benzylester, dessen hydrophobe Benzylgruppe den Angriff des Wassers 


1 Aus der Diplomarbeit E. Schnabel, Heidelberg 1955. 

2 M.S. Dunn u. L. B. Rockland in Advances in Protein Chemistry III, 
S. 295, u. zw. S. 337, Academic Press, New York 1947. 

3p. J. Fodor u. J. P. Greenstein, J. biol. Chemistry 181, 549 [1949]; 
L. Levintow, V. E. Price u. J. P. Greenstein, J. biol. Chemistry 184, 55 
[1950]; S. M. Birnbaum, L. Levintow, R. B. Kingsley u. J. P. Greenstein, 
J. biol. Chemistry 194, 455 [1952]. 

4 O. Warburg, diese Z. 48, 205 [1906]. 

5 M. Brenner, E. Sailer u. V. Kocher, Helv. chim. Acta 31, 1908 [1948]. 

6 M. Brenner u. V. Kocher, Helv. chim. Acta 32, 333 [1949]. 

7 K. A. J. Wretlind, J. biol. Chemistry 186, 221 [1950]. 

8 K. A. J. Wretlind, Acta chem. scand. 6, 611 [1952]. 
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zurickdraéngen sollte. Der nach Langenbeck und Herbst® dar- 
gestellte freie Benzylester zersetzte sich bei der Destillation im Hoch- 
vakuum. Die Umesterung des Athylesters durch Einleiten von trocke- 
nem Chlorwasserstoff in eine benzylalkoholische Aufschlammung des 
Hydrochlorids verlief ebenfalls unbefriedigend. Es wurden 34% Athyl- 
ester und 25°, Benzylester, bezogen auf das eingesetzte Alanin, erhalten. 
Das entstandene Benzylchlorid wurde im Vak. abdestilliert und die 
letzten Reste durch wiederholtes Extrahieren mit Ather entfernt. 

Der freie Benzylester war in Wasser nur unvollstandig léslich, da- 
her arbeiteten wir mit einer Emulsion. Dabei wurde ein optisch aktives 
Alanin erhalten, dessen optische Reinheit allerdings nur bei 40—50% 
lag und sich auch bei vermindertem Wasserzusatz kaum steigern lieB. 

Die Kontrolle der Reaktion wurde polarimetrisch durchgefihrt. 
Die Drehung der mit Ferment gesattigten Losung muB sich andern, 
wenn eine Reaktion optisch selektiv verlauft. Nach Freudenberg und 
Mitarbeitern!® weisen die Ester eine héhere Drehung auf als die freien 
Saiuren. Nimmt die Konzentration des L(+)-Alaninesters ab, so muB, 
da D(—)-Ester im UberschuB vorhanden ist und dessen Drehung durch 
das entstandene L(+)-Alanin nicht kompensiert wird, die absolute 
Drehung der Lésung um die Differenz der Drehwerte von Ester und 
Siéiure zunehmen. Zur Messung wurden jeweils 0,5 ml aus dem Reak- 
tionsgemisch abpipettiert, mit Wasser im MeBkolben auf 5 ml aufgefiillt, 
filtriert und der Drehwert ermittelt. Sobald die Werte nicht mehr zu- 
nahmen, wurde die Reaktion abgebrochen und aufgearbeitet. 

Fiir die weiteren Versuche gingen wir von der Uberlegung aus, daB 
ein Zusammenhang zwischen Hydrolysenempfindlichkeit, Wasserléslich- 
keit und Ry-Wert besteht. Verschiedene synthetisierte Alaninester zeig- 
ten ahnliche Ry-Werte wie der Benzylester, und die asymmetrische Ver- 
seifung sollte unter geeigneten Bedingungen mdglich sein. 


Tab. 1. Ry-Werte und Hydrolysengeschwindigkeit einiger Alaninverbindungen. 

















, ‘ Ry in Phenol Alkalische 

Verbindung Ry in SBA* Waee / Hydrolyse 
Methylester ...... 0,42 0,82 sehr rasch 
PUA og SS ad 0,53 0,95 rasch 
Isopropylester ..... 0,64 1 mittel 
sek. Butylester. ... . 0,77 1 langsam 
tert. Butylester. . ... 0,70 1 = 
Benzylester ...... 0,73 1 langsam 
Alaninamid....... 0,15 - sehr langsam 
Alaninhydrazid. ... . 0,13 _ sehr langsam 


* sek. Butanol/88-proz. Ameisensiure/ Wasser (75:15:10). 


9 W. Langenbeck u. O. Herbst, Ber. dtsch. chem. Ges. 86, 1524 [1953]. 
1) K. Freudenberg, W. Kuhn u. J. Bumann, Ber. dtsch. chem. Ges. 63, 
2380 [1930]. 
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Die Ester wurden mit wenig Wasser versetzt, das Ferment zu- 
gegeben und unter langsamem Schiitteln 36—48 Stdn. bei 26° einwirken 
gelassen. Dabei entstand eine steife Gallerte, die nur schlecht auf- 
gearbeitet werden konnte. Bessere Resultate wurden erhalten, wenn 
man die Ester-Pankreatin-Suspension zuletzt mit dem Wasser versetzte. 
Bei héherer Wasserkonzentration wurde das Ferment mit Wasser an- 
geteigt, 4—5 Tage im Eisschrank und schlieBlich 3—4 Stdn. unter ge- 
legentlichem Schiitteln bei Zimmertemperatur stehengelassen, zentri- 
fugiert, die tiberstehende Lésung abdekantiert und unter Ausschlu8 
von Sauerstoff und Kohlensiure filtriert. Der so gewonnene Pankreatin- 
auszug wurde direkt verwendet. 

Beim Aufarbeiten wurde der unverseifte Ester in Alkohol-Ather 
aufgenommen und nach einigem Stehen filtriert. Der Filtrationsriick- 
stand wurde mehrfach mit Alkohol und Ather gewaschen, nochmals 
extrahiert und schlieBlich getrocknet. Das L-Alanin konnte beim Aus- 
laugen des Niederschlags mit heiBem Wasser erhalten werden. Die 
Lésung enthielt noch ziemlich viel Pankreatin, das durch Umkristalli- 
sieren und Adsorption an Aktivkohle miihsam abgetrennt werden muBte. 
Fiir die Gewinnung des D-Alanins wurde der in den alkoholischen und 
atherischen Ausziigen enthaltene Ester redestilliert und erneut in der 
gleichen Weise umgesetzt und aufgearbeitet. Die saure Hydrolyse des 
destillativ gereinigten D-Alaninesters ergab das Hydrochlorid, aus dem 
die freie Aminoséure nach den iiblichen Verfahren erhalten werden 
konnte. Die Versuchsergebnisse sind in Tab. 2 kurz zusammengefaBt. 


Wie man sieht, ist fiir die Gewinnung der L-Form eine geringe 
Wasserkonzentration, die durch gelegentlichen Wasserzusatz aufrecht- 
erhalten wurde, besonders giinstig. Die besten Ausbeuten wurden mit 
dem Isopropylester erzielt. Beim sek. Butylester entstanden schleimige, 
schwer filtrierbare Produkte, die nicht naiher untersucht wurden. Zur 
Darstellung von D-Alanin arbeitet man besser mit héheren Wasser- 
konzentrationen und Reaktionszeiten. Das anfallende D-Alanin war 
sofort rein: [a]?? —14,45° (c = 2; Wasser + 1 Aquival. HCl). Wie man 
sieht, verlauft die Darstellung von D-Alanin bedeutend glatter. Die Er- 
gebnisse werden entscheidend von der Aktivitaét des Fermentes be- 
einfluBt. 


Die Pankreatinspaltung wurde auch auf das N-Carbobenzoxy-DL- 
alanin tibertragen und verlief in Ubereinstimmung mit der Literatur! 
negativ. Dagegen sollte mit einem geniigend aktiven Pankreaspriparat 
die selektive Verseifung des DL-Alaninamids und analog auch des Hydra- 
zids méglich sein. Bei der Umsetzung wurde zwar eine schwache Am- 
moniakentwicklung beobachtet, aber die Isolierung des Alanins gelang 
nicht. Eine Aktivitétshemmung durch das entstandene Ammoniak 


11 KE. Fischer u. E. Abderhalden, diese Z. 46, 52, u. zw. 60 [1905], fan- 
den, daB mit besonders aktivem Pankreassaft die optisch selektive Spaltung des 
pL-Alanyl-glycins, nicht aber des Glycyl-pt-alanins méglich ist. 
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scheint nicht vorzuliegen, da sich das Ergebnis bei Verwendung eines 
Boraxpuffers nicht anderte. Auch beim DL-Alaninhydrazid gelang die 
Racematspaltung mit Pankreatin nicht. 


Tab. 2. Racematspaltung verschiedener pi-Alaninverbindungen 
mit Pankreatin P 2077. 


Gewinnung von p- und L-Alanin 
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= 
Lot L-Alanin p-Alanin | 2. . aa Pr 
© wos ood 2 o 
Verbindung “aS e235] 43 gf 
sae | % Aus-|% Rein-| % Aus-|% Rein-) 5% ie ae 
beute | heit beute | heit > 2 5 
0,70 30 50 _ = 24 0,7 | SM 
Benzylester . . 0,70 35 55 60 70 10 0,8 | SM 
0,85 40 40 - + 26 1,0 | SM 
0,90 25 55 _ — 26 0,75 | SM 
0,25* | 23 95 25 60 24 0,7*| SM 
0,70 19 85 = — 24 1,0 | SM 
0,90 20 85 _ - 24 1,0 | SM 
Isopropylester . . 1,10 15 90 — - 18 L SM 
1,50 21 75 25 100 24 L SS) 
1,70 21 80 20 100 24 L S 
2,20 30 70 30 100 24 L S 
0,25* 10 98 _ —- 30 1,0*| SM 
0,50 18 95 — - 40 1,0 SM 
0,75 15 95 — _ 48 0,3 S) 
1,00 9 90 - - 24 L S 
sek. Butylester . . 1,60 19 95 + — 48 L S 
2,20 20 75 15 100 24 L S 
2,75 19 90 20 100 36 L Ss 
2,75 15 85 15 100 48 L Ss 
3,30 25 70 13 100 24 L s 
Cho-Alanin** . . .| 100 | nur geringfiigige Hydrolyse | 120 L S 
Alaninhydrazid ** 50 _ _ - — 120 L SS) 
Alaninamid** . . . 50 _ - _ _ 120 L 8 











SM = Der Ansatz wurde maschinell geschiittelt. 


S = Das Reaktionsgemisch blieb ruhig stehen und wurde nur gelegentlich geschiittelt. 


L = Es wurde Pankreatinextrakt verwendet. 


* = Alle 10 Stdn. wurden weitere 0,25 Aquivalente Wasser zugegeben. 
** — Im Kontrollversuch wurde in waGriger Lésung keine nennenswerte Hydrolyse beobachtet. 


Beschreibung der Versuche 
1. Benzylester 

Der freie Benzylester wurde aus dem Hydrochlorid® nach Wretlind 
dargestellt, nachdem vorher das anhaftende Benzylchlorid mit 150 ml Ather in 
3 Anteilen extrahiert worden war. Die Ausbeute betrug 51% d.Th. — 42,5 ¢ 
aus 45 g pi-Alanin. 

Zur Spaltung wurden 1,5 g Pankreatin P 2077 der Firma Réhm & Haas 
unter Riihren und Schiitteln mit 25 g Ester angeteigt und nach Zusatz von 2 ml 
Wasser auf die Schiittelmaschine gebracht. Die Hydrolyse wurde, wie bereits be- 


schrieben, polarimetrisch verfolgt: 
Zeit in Stdn. : 


Drehwert in Grad: 


0 


—0,07 —0,12 —0,26 —0,32 —0,26 






























3 17 22 27 


18* 
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Zur Entfernung des unverseiften Esters wurde mit 70 ml Ather gut geschiit- 
telt, die atherische Lésung abdekantiert und die gleiche Behandlung noch mehr. 
fach wiederholt. Der Niederschlag wurde iiber Nacht im Eisschrank mit einem 
Alkohol/Ather-Gemisch ausgelaugt, das Lésungsmittel abfiltriert und der luft- 
trockene Riickstand mehrmals mit wenig heifem Wasser ausgezogen. Zur A))- 
trennung des teilweise gelésten Ferments wurde mit sauer vorbehandelter Aktiv- 
kohle gekocht, filtriert und das Alanin nach dem Einengen mit der doppelten 
Menge heiBem Athanol gefillt. Nach dem Stehen iiber Nacht wurde nochmals 
umkristallisiert. Die Ausbeute betrug 2,2 g = 35% d. Th.; [o]z +-4,50" 1c = 2° 
Wasser + 1 Aquival. HCl). 

Das t-Alanin hatte also einen optischen Reinheitsgrad von etwa 53%. 

Die atherischen Extrakte wurden im Vak. eingeengt, von Ather und Wasser 
befreit und erneut mit 0,5 g Pankreatin und 2 m/ Wasser umgesetzt. Ausbeute 
0,9 g (14% d. Th.), optische Reinheit 30%. 

Zur Gewinnung des Antipoden wurde der atherische Auszug mit 25 ml halb- 
konzentrierter Salzsiure versetzt und 5 Stdn. auf dem Wasserbad gehalten. Das 
anfallende Hydrochlorid wurde nach dem Entfernen des Wassers im Vak. in absol. 
Alkohol aufgenommen und nach Benedikt” mit Anilin zerlegt. Zur Reinigung 
wurde aus Wasser/Alkohol mit Aktivkohle umkristallisiert. Ausbeute 3,75 g, op- 
tische Reinheit 70%. 


2. Isopropylester 


Das nach Kossel}* aus 90 g pt-Alanin und 400 ml Isopropanol dargestellte 
Esterhydrochlorid fiel sirupés an und wurde nach Hillmann* zerlegt. Das Chloro- 
form wurde im Vak. abgezogen und das hinterbleibende Ol im Vak. rektifiziert. 


Ausbeute 105 g (80% d. Th.), Sdp.,. 53°; d?5 0,9350; ni > 1,4151. 


C,H,,;NO, (131,17) — Ber. C54,89 H9,92 'N 10,69 
Gef. C54,51 H9,89 N 10,63 


Zur Spaltung wurden 15g Ester mit 1 g Pankreatin P 2077 angeteigt 
und mit 0,3 ml Wasser mechanisch geschiittelt. Alle 10 Stdn. wurden weitere 
0,25 ml Wasser zugesetzt. Bereits nach wenigen Stunden war der Ansatz breiig 
geworden, so daB die polarimetrische Verfolgung der Reaktion nicht mehr méglich 
war. Nach 24 Stdn. wurde unterbrochen und, wie bereits beim Benzylester be- 
schrieben, rpinine. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser/Athanol 
lag die Drehung bei [a], + 5,90? (c = 2; Wasser + 1 Aquival. HCl). Durch weiteres 
Umkristallisieren erhéhte sich der Wert auf + 13,75°, was einer optischen Rein- 
heit von 95% entspricht. Ausbeute 1,2 g (23% d. Th.). 

Aus den itherischen Ausziigen konnten 7 g des Esters redestilliert werden. 
Bei gleichartiger Umsetzung wurden weitere 0,3 g L-Alanin (6% d. Th.) erhalten 
mit einer Drehung von [x]? + 10,20° (c = 2; Wasser + 1 Aquival. HCl). 

Beim Verseifen des erneut destillierten Esters fielen 1,3 g p-Alanin (25% d. Th.) 
mit einer optischen Reinheit von 60% an. 

Fiir die Gewinnung des p-Alanins eignet sich die folgende Variation besser: 

3 g Pankreatin wurden mit 15 ml Wasser angeteigt, 2 Stdn. mechanisch ge- 
schiittelt und 4—5 Tage im Eisschrank und vor der Verwendung weitere 5 Stdn. 
unter gelegentlichem Umschiitteln bei Zimmertemperatur gehalten. Der tribe 
Auszug wurde zentrifugiert und zur weiteren Klirung unter Stickstoff filtriert. 

Mit dieser Enzymlésung wurde der Ester versetzt und unter gelegentlichem 
Umschiitteln 24 Stdn. bei 26° gehalten. Schon nach 3 Stdn. war der Ansatz gela- 
aa 7. Benedikt, J. Amer. chem. Soc. 51, 2277 [1929]. 

13 A. Kossel, Ber. dtsch. chem. Ges. 24, 4145 [1891]. 
MG, Hillmann, Z. Naturforsch. 1, 682 [1946]. 
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tinés erstarrt. Es wurde in der tiblichen Weise aufgearbeitet und optisch reines 
p-Alanin erhalten ; [x]? —14,45’(c = 2; Wasser + 1 Aquival. HCl). (Vgl. Tab. 2.) 
Wir danken der Firma Réhm & Haas, Darmstadt, fiir die Uberlassung des 


Pankreatins und der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godes- 
berg, fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 


Die enzymatische Spaltung einiger Ester des DL-Alanins mit einem 
Pankreatin-Praiparat ergab die besten Ergebnisse mit dem Isopropy]l- 
ester. Das aus dem nichtangegriffenen Ester erhaltene D-Alanin war 
optisch rein und wurde in einer Ausbeute von 30% erhalten. 


Summary 


The enzymatic resolution of some esters of DL-alanine with a sample 
of pancreatine was studied. The best results were obtained with the 
isopropylester. The D-alanine prepared from the unattacked ester was 
optically pure and was obtained in a yield of 30%. 
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Die Bindung des Aldehyds im Colamin-Plasmalogen 
(Acetalphosphatid) aus Gehirn 


Von 
Hildegard Debuch 
Aus dem Physiologiseh-Chemischen Institut der Universitat K6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Miirz 1958) 


Bei einer Untersuchung iiber die Verteilung der Plasmalogene in den ver- 
schiedenen Kephalinfraktionen des Gehirns! zeigte sich, daB die Colamin-Kephalin- 
fraktion den Hauptteil an Plasmalogenen enthalt. Auf Grund des Verhialtnisses 
zwischen Fettsiuren und Aldehyden und des verhiltnismaBig niedrigen Phosphor- 
gehaltes dieser Fraktion muBte angenommen werden, daf die von Feulgen und 
Bersin® aufgestellte und von Thannhauser® bestatigte Strukturformel der 
Acetalphosphatide (Plasmalogen) nicht fiir die colaminhaltigen des Gehirns zutraf. 
Klenk und Debuch‘ konnten zuniachst einen indirekten Beweis dafiir erbringen, 
daB im Colamin-Plasmalogen 1 Molekiil Fettsaure esterartig am Glycerin gebunden 
ist. Zu dieser Zeit wurde als Spaltprodukt des hydrierten Plasmalogens nach Hydro- 
lyse eine Substanz von ihnen isoliert, die auf Grund der Analysenergebnisse als 
Phosphorsaureester von hochmolekularen Alkoholen nach Art der Chimyl- bzw. 
Batylalkohole angesprochen wurde. Die Stellung der freien OH-Gruppe des Gly- 
cerins wurde nicht gepriift, jedoch wurde als einigermafen wahrscheinlich ange- 
nommen, da8 den vorliegenden Substanzen Alkohole zugrunde lagen, welche wie 
die der Haifischleberéle «-Glycerinather waren. 

Nach Saurebehandlung konnte spiter vom ,,genuinen“ Plasmalogen der 
Aldehyd abgetrennt und das so entstandene Lysophosphatid vom unveranderten, 
stets die Plasmalogene begleitenden ,,Esterphosphatid‘‘ durch Gegenstromver- 
teilung abgetrennt werden. Dadurch wurde sowohl fiir das Cholin-Plasmalogen 
des Herzmuskels®, dessen Existenz erstmals von Klenk und Gehrmann® nach- 
gewiesen war, als auch fiir das Colamin-Plasmalogen des Gehirns’? der direkte 
Beweis fiir das Vorhandensein der Fettsiure im Plasmalogenmolekiil erbracht. 

1954 wurden von Klenk und Debuch‘ u. a. zwei Konstitutionsformeln des 
Colamin-Plasmalogens diskutiert von denen eine (I) den Aldehyd in der Halb- 
acetalbindung, die andere (II) in der Enolatherbindung enthielt. 


OH 
CH,—0—-CHCH,R CH,—0—CH=CH-R 
CH—O—CO-R CH—0—CO-R 
CH,—O—POOH CH,—O—POOH 

6—CH, CH, NH, O—CH,-CH,-NH, 


I II 


1 EK. Klenk u. P. Bohm, diese Z. 288, 98 [1951]. 
2 R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 
3 §. J. Thannhauser, N. F. Boncoddo u. G. Schmidt, J. biol. Che- 
mistry 188, 417, 423 [1951]. 
4 E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]. 
5 E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 299, 66 [1955]. 
6 E. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 
? H. Debuch, diese Z. 304, 109 [1956]. 
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In spateren Arbeiten®’, in denen die Existenz der Fettsiure im Plasmalogen- 
molekiil bewiesen werden sollte, wurde der Einfachheit halber nur Formel (I) 
zitiert. 

Im Zusammenhang mit der Frage iiber die Konstitution der Plas- 
malogene interessierte die Art der Bindung des Aldehydes am Glycerin. 
Bei Vorliegen der Substanz (II) miBte die Doppelbindung der Enol- 
form des Aldehydes ein Ozonid bilden. Durch oxydative Ozonidspaltung 
miiBten so aus den Aldehyden die jeweils um 1 C-Atom kiirzeren Fett- 
siuren entstehen, d. h. aus dem Stearal eine Heptadecansiure, aus dem 
Palmital eine Pentadecansiaure. Bei Vorliegen der Halbacetalform (I) war 
dagegen unter den gleichen Bedingungen hydrolytische Abspaltung der 
Aldehyde und deren Oxydation zu den entsprechenden Fettséuren mit 
einer geraden Zahl von C-Atomen zu erwarten. 

Da bisher die Trennung der unverinderten Plasmalogene von den 
sie begleitenden ,,Ester‘“-Phosphatiden nicht gelungen ist, welche Tat- 
sache durch die auBerordentliche Ahnlichkeit der Molekiile in chemischer 
und physikalischer Hinsicht erklart werden kann, muBte als Ausgangs- 
substanz eine durch Gegenstromverteilung gereinigte Colamin-Kephalin- 
fraktion aus Gehirn dienen. Wie friihere Untersuchungen*’ ergaben, 
besteht diese Fraktion zu etwa zwei Dritteln aus Colamin-Plasmalogen 
und zu etwa einem Drittel aus dem entsprechenden Esterphosphatid. 

Letzteres enthilt etwa 50% ungesattigte und 50% gesittigte Fett- 
siuren’?, Unter den im Colamin-Plasmalogen des Gehirns enthaltenen 
Fettséuren konnten dagegen keine gesittigten aufgefunden werden’. 
Uber die Art der in der Colamin-Kephalinfraktion des Gehirns vor- 
kommenden Aldehyde liegen z. Z. noch keine Untersuchungen vor. 
Feulgen und Mitarbeiter® isolierten 1929 aus Pferdefleisch ein Gemisch 
von Stearal und Palmital, und spaéter wurde von Feulgen und Beh- 
rens® eine dritte ungesattigte Aldehydkomponente angenommen, die 
mit Hilfe einer von Klenk?!° wesentlich verbesserten Methode im Ge- 
hirn nachgewiesen und als Octadecenal angesprochen wurde1!. Bei der 
Untersuchung des Dimethylacetalgemisches, das aus den Aldehyden der 
gesamten Gehirnphosphatide gewonnen worden war, fand Leupold™ 
etwa 50—60%, in Form einfach ungesattigter Aldehyde mit 18 C-Atomen. 
Da die Lecithinfraktion des Gehirns praktisch plasmalfrei!* ist, auch die 
Serin-Kephalinfraktion nur kleine Mengen an Plasmalogen enthalt’, 
lassen sich die Verhiltnisse, die am Aldehydgemisch des Gesamtgehirn- 
phosphatides gefunden wurden ohne groBen Fehler auf die Aldehyd- 
komponenten der Colamin-Kephalinfraktion tibertragen, d. h. es kann 
angenommen werden, daB etwa 50% der Aldehyde als Octadecenal vor- 
liegen. 

8 R. Feulgen, K. Imhauser u. M. Behrens, diese Z. 180, 161 [1929}. 
® R. Feulgen u. M. Behrens, diese Z. 256, 15 [1938]. 

10 EK. Klenk, diese Z. 281, 25 [1944]. 

11 EK. Klenk, diese Z. 282, 18 [1945]. 


as FF. Leupold, diese Z. 285, 182 [1950]. 
13 E. Klenk, H. Debuch u. H. Daun, diese Z. 292, 241 [1953]. 
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Nach der oxydativen Ozonidspaltung der Colamin-Kephalinfra':- 
tion muBte demnach ein Gemisch von Spaltstiicken gefunden werden, 
welches sich zusammensetzte aus 


1. Malonsiure, die aus den Mittelstiicken der Polyenfettsiuren go- 
bildet war, 

2. Monocarbonsiauren (Kettenlange bis zu 9 C-Atomen), die aus den 
CH,-Endstiicken ungesattigter Fettsiuren und Aldehyde ent- 
standen waren, 

3. lingerkettigen Monocarbonsiuren, die aus den gesattigten Alde- 
hyden stammten, mit gerader Anzahl] von C-Atomen, bei Vor- 
liegen der Halbacetalform, mit ungerader Anzahl vonC-Atomen 
im Falle der Enolatherstruktur. 

4. Restkérpern der Phosphatide, enthaltend jeweils die Colamin- 
ester der Glycerinphosphorséure mit denen noch die Spalt- 
stiicke des Carboxylendes der ungesattigten Fettsiuren bzw. die 
Spaltstiicke der ungesattigten Aldehyde oder die gesattigten 
Fettséuren verbunden waren. 


Aus diesen Spaltstiicken sollten die héheren Fettséiuren mit un- 
gerader C-Atomzahl isoliert werden, denn sie konnten nur aus der Enol- 
form der gesattigten Aldehyde durch Oxydation entstanden sein. 

Es wurden im Fettsauregemisch zunichst papierchromatographisch 
tatsichlich Penta- und Heptadecansaduren nachgewiesen, die sich 
bei der Papierchromatographie in jeder Hinsicht wie synthetisierte C, - 
und C,,-Fettsaéuren verhielten™ ". 

Um einen sicheren Beweis fiir ihr Vorhandensein im Fettsaurege- 
misch nach der oxydativen Spaltung des Phosphatides zu erhalten, 
wurden gr6Bere Mengen dargestellt und die einzelnen Komponenten 
durch Destillation der Ester an einer Drehbandkolonne fraktioniert. 
Auf diese Weise wurde eine Fraktion erhalten, die zu etwa 95—97°, aus 
Pentaen- und eine solche, die zu etwa 95°,, aus Heptaenséure bestand. 
Es lieB sich auch nach papierchromatographischer Kontrolle der Anteile 
der verschiedenen Fraktionen deren Zusammensetzung nach der von 
Klenk?!® angegebenen Formel errechnen. Da die gefundene Pentadecan- 
und Heptadecanséure nur aus den gesittigten Aldehyden entstanden 
sein diirften und in guter Ausbeute (75°, der Theorie) gewonnen werden 
konnten, 1aBt sich wohl annehmen, daB die Aldehyde der Plasmalogene 
in der Enolform vorliegen, wie sie in Forme] II (Formel VIIT von 19544) 
angegeben wurde. 

AuBerdem konnte das von Klenk! fiir die gesattigten Aldehyde 
des Gesamtphosphatides aus Gehirn angegebene Verhaltnis von Pal- 
mital : Stearal = 39:61 auf Grund vorliegender Untersuchungen be- 


14H. Debuch, Biochem. J. 67, 27 P [1957). 

15 H. Debuch, J. Neurochemistry 2, 243 [1958]. 

16 KE. Klenk in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiol. u. pathol.-chem. Analyse 
III/1, S. 448; Springer-Verlag, Berlin-G6ttingen-Heidelberg 1955. 
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stiitigt werden. Hier im Colamin-Plasmalogen aus Gehirn liegt ein Ver- 
hiltnis von gesattigten Aldehyden C,,:C,, = 38: 62 vor. 

Da in der vorliegenden Arbeit keinerlei Befund auf die Anwesenheit 
einer Tridecanséure hinweist, darf wohl angenommen werden, da My- 
ristal im Colamin-Plasmalogen des Gehirns nicht oder nur in auBer- 
ordentlich kleinen Mengen vorkommt. 

Neben den Fettsiuren, die eine ungerade Anzahl von C-Atomen 
aufwiesen und die insgesamt 75% der Gesamtfettsiuren ausmachten, 
befanden sich 8,4°% Myristin-, 12,7%, Palmitin- und 5,0% Stearin- 
siure. Die hier gefundene Myristinséure (0,47°, der Ausgangssubstanz) 
diirfte von geringfiigigen Cerebrosidbeimengungen (etwa 2°, der Aus- 
gangssubstanz) herrithren, die in der Colamin-Kephalinfraktion ent- 
halten waren. 

Dagegen kann das Vorliegen der C,,- und C,,-Saéuren auf verschie- 
dene Weise erklart werden: 

1. Es wurde nicht ganz zu Ende ozonisiert, so daB bei der weiteren 
Aufarbeitung die entsprechenden Aldehyde abgetrennt und dann erst 
zu den Saéuren aufoxydiert wurden. 

2. Es liegt ein Gleichgewicht zwischen den Formen I und II des 
Plasmalogens vor. 

Die Bedingungen, unter denen in vorliegender Arbeit die Ozonisation und die 
weitere oxydative Ozonidspaltung durchgefiihrt wurden, waren so gewahlt, da 
mit einer Hydrolyse der Esterphosphatide praktisch nicht zu rechnen war (siehe 
hierzu: 1. c. 17). 

Einige Monate vor der Veréffentlichung des Nachweises der Penta- 
bzw. Heptadecansiure' teilten Rapport und Mitarbeiter'® mit, dab 
ein durch Behandlung mit Lauge von der Fettsiure befreites Colamin- 
Plasmalogen aus Rindermuskulatur bei der Titration mit Brom pro Mole- 
kiil Phosphor etwa ein Molekiil Brom anlagert. Daraus schlieBen die 
Autoren nicht nur auf die Existenz einer Doppelbindung im Restmolekiil, 
sondern wollen daraus die Enolitherbindung des Aldehydes folgern. 

Wihrend sich diese Arbeit in Druck befand, teilte R. Blietz'® 
seine Ergebnisse iiber Hydrolyseversuche von Plasmalogen in Tritium- 
wasser mit, bei denen ein zu 23°), markiertes Plasmal erhalten wurde. Er 
schloB daraus ebenfalls auf die Enolatherbindung des Aldehydes. 


Beschreibung der Versuche 


1. Synthese der n-Pentadecan- und n-Heptadecansaure 
Aus reiner Myristin- bzw. Palmitinsiure wurden die entsprechenden Saure- 
chloride hergestellt, indem man Thionylchlorid 15 Min. bei Zimmertemperatur und 


30 Min. in der Siedehitze einwirken lieB. 
Die isolierten Saurechloride wurden mit Diazomethan in die entsprechenden 
Diazoketone und nach Umkristallisieren aus Methanol durch Zugabe einer Auf- 


17 EK. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 292, 51 [1955]. 

18 M. M. Rapport, B. Lerner, M. Alonzo u. R. E. Franzl, J. biol. Che- 
mistry 225, 859 [1957]. 
19 R. Blietz, diese Z. 310, 120 [1958]. 
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schlammung von Silberoxyd in Alkohol die Diazoketone in die homologen Fett- 
saureester iibergefiihrt?°. Nach der Destillation der Ester wurden die Fettsaiuren 
in Freiheit gesetzt. 


n-Pentadecansaéure: Schmp. 52,5—53,0° n-Heptadecansiure: Schmp. 62,0° 


2. Darstellung des Ausgangsmaterials 


Als Ausgangssubstanz diente eine durch Gegenstromverteilung gereinigte 
Colamin-Kephalinfraktion aus Gehirn, die aus der Fraktion V der Alkohol/Chloro- 
form-Methode (nach Folch*!) des alkoholunléslichen Anteils des Atherextraktes 
gewonnen worden war, wie friiher ausfiihrlich beschrieben’. Diese gereinigte Co- 
lamin-Kephalinfraktion enthielt etwa ?/, des Gesamtphosphors als Colamin-Plasma- 
logen (Acetalphosphatid) und 1/, als entsprechendes Esterphosphatid (3,5% P; 
1,9% N; 12,0% Glycerin; 22,0% Plasmal). 


3. Oxydation des Phosphatides 


In Portionen von etwa 2 g wurden insgesamt 19,5 g dieses Phosphatidge- 
misches auf folgende Weise aufgearbeitet: 2 g wurden in 40 ccm Chloroform gelést 
und bei — 20° solange ozonisiert, bis kein Brom mehr. angelagert wurde. Die 
Chloroformlésung des Ozonides wurde mit 15 ccm Eisessig versetzt und das Lé- 
sungsmittel im Wasserstrahlpumpenvak. bei 5° weitgehend abdestilliert. Den 
Riickstand fiillte man mit Eisessig auf 40 ccm auf und versetzte die Lésung mit 
8 ccm 30-proz. H,O, und lieB 72 Stdn. bei 37° im Brutschrank stehen. 

Die Essigsiure wurde im Wasserbad bei 40° im guten Vak. abdestilliert und 
der Riickstand im Vakuumexsikkator iiber NaOH getrocknet. 


4. Isolierung der Fraktion der héheren Fettsauren 
aus den Spaltprodukten 

Die vereinigten Oxydationsprodukte des Phosphatides wurden in Wasser sus- 
pendiert und viermal mit Petrolaither (Sdp. bis 56°) ausgeschiittelt. Dabei bildeten 
sich starke Emulsionen, die abzentrifugiert wurden. Die vereinigten Petrolather- 
Extrakte wurden dreimal mit Wasser gewaschen und der Petrolaither nach dem 
Trocknen iiber Na,SO, abdestilliert. Riickstand: 4,4 g. Nach Lésen des Riick- 
standes in der 10fachen Menge Aceton wurde die Lésung in Aceton-Trocken- 
eismischung langsam auf — 40° gekiihlt und nach zweist3g. Stehenlassen der aus- 
kristallisierte Niederschlag abgetrennt. 

Bei — 40° in Aceton auskristallisierte Fraktion (a) 1,5 g. 

Bei — 40° in Aceton lésliche Fraktion (b) 2,8 g. 


5. Nachweis der C,,;- und C,,-Fettsiuren 

Die papierchromatographische Analyse (Prinzip der Methode”®; hier modi- 
fiziert nach 1. c.2°) der Fraktion (a) ergab, da es sich um ein Gemisch von Fett- 
siuren handelte, welches fiinf Komponenten enthielt. Die Hauptanteile wiesen 
Ry-Werte auf, die zwischen denen der Myristin- und Palmitin- bzw. der Palmitin- 
und Stearinsaiure lagen. Mit Hilfe einer siulenchromatographischen Methode nach 
Kapitel*4 lieBen sich aus dem Gemisch der freien Fettsiuren (Fraktion a) zwei 
Fettsiuren isolieren, die jeweils papierchromatographisch einheitlich waren. Die 
Substanzen erwiesen sich im Mischchromatogramm nach 96-stdg. Laufzeit!® mit 
synthetischer n-Pentadecanséure bzw. mit synthetischer n-Heptadecansaure als 
identisch?5. 


20 F. Arndt u. B. Eistert, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 200 [1935]. 
21 J. Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]. 
22 H. P. Kaufmann u. W. H. Nitsch, Fette u. Seifen 56, 154 [1954]. 
23H. Wagner, L. Abisch u. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 38, 1536 
[1955]. 
24 W. Kapitel, Fette u. Seifen 58, 91 [1956]. 
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6. Isolierung der C,,- und C,,-Fettsauren 


1,5 g der Fraktion (a) wurden mit methanol. HCl auf die iibliche Weise in 
die Methylester iibergefiihrt und die Ester durch Ausschiitteln mit Petrolither 
gewonnen. Gewicht der Fettsiuremethylester: 1,5 g. Die Methylester wurden nach 
Zufigen von 3,3 g eines Kohlenwasserstoffes (Essobayol Nr. 16)* an einer Dreh- 
bandkolonne (Héhe der Kolonne 45 cm) bei einem Vak. von 4—5 Torr destilliert. 
Das Destillat fraktionierte man in 10 Fraktionen von jeweils 0,5 ccm; jede einzelne 
Fraktion wurde mit methanol. NaOH verseift und der Schlepper als Unverseif- 
bares abgetrennt. Die aus den Seifen in Freiheit gesetzten Fettsiuren wurden aus 
Aceton umkristallisiert und die Aquivalentgewichte und Schmp. bestimmt (Tab. 1). 


Tab. 1. Fraktionierte Destillation der Fettsiuremethylester 











Freie Saéuren 
Fraktion Menge mit 4 oe 
Nr. Schlepper in g eaagudine aus Aceton umkristallisiert 
in mg Schmp. °C Aquiv.-Gew. 
1. 0,38 74,5 52,3 232,3 
2. 0,40 117,8 48,2 237,7 
3. 0,40 136,2 50,4 242,5 
4. 0,35 74,5 51,0 250,1 
5. 0,40 117,0 
6. 0,39 152,6 57,0 265,8 
ie 0,33 131,0 58,6 268,0 
8. 0,25 90,3 59,2 271,7 
9. 0,46 162,0 62,2 273,0 
10.* 0,43 27,0 62,0 278,5 














* Destillationsriickstand 


Alle Fraktionen wurden sowohl vor als auch nach dem Umkristallisieren 
papierchromatographisch untersucht. Dabei ging man unter Anwendung der oben 
angegebenen Methode?-*3 so vor: Von den zu untersuchenden Substanzen stellte 
man sich 2-proz. Lésungen in Benzol her und trug davon 0,005 ccm (entspr. 1007 
Substanz) auf das mit dem Kohlenwasserstoff bespriihte Papier (Schleicher & 
Schiill 2043 b) auf. Zu gleicher Zeit lie man ein Gemisch von je 50 y C,4-, Cy,- und 
(,g- und ein solches synthetischer C,,;- und C,,-Fettsiuren mitlaufen. Da sich Fett- 
siuren, deren Kettenlangen sich nur durch ein C-Atom voneinander unterscheiden, 
erst nach langerer Laufzeit voneinander trennen, beendete man die Papierchro- 
matographie erst nach 72 Stdn. Laufzeit. Nach Entwicklung der Chromatogramme 
lassen sich so etwa 5 y einer Substanz noch erkennen. Bisher war es uns nicht 
moglich, auf diese Weise quantitative Aussagen iiber die Zusammensetzung von 
Fettsauregemischen zu machen, wenn sich auch gewisse Schétzungen vornehmen 
lassen. 

Die untersuchten Fraktionen 1—10 nach der Destillation gaben folgende 
Bilder (a vor bzw. b nach dem Umkristallisieren): 


Fraktion 1. a) und b) vorwiegend C,,, etwas C,; 

Fraktion 2. a) und b) vorwiegend C,,, etwas weniger C,, 

Fraktion 3. a) vorwiegend C,,, wenig C,,, Spur Cy, 
b) anscheinend reine C,, 

Fraktion 4. a) C,, u. C,, etwa zu gleichen Teilen; Spuren von C,, u. Cj, 
b) C,, und C,, etwa zu gleichen Teilen 


* Es wurde mir freundlicherweise von der Firma Esso in Hamburg iiberlassen. 
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Fraktion 5. a) C,;, C,, und C,, etwa zu gleichen Teilen 
Fraktion 6. a) vorwiegend C,,, wenig C,,, Spur Cj, 
b) vorwiegend C,,, Spur C,, (nach zweimaligem Umkrist.) 
Fraktion 7. a) und b) vorwiegend C,,, Spur C,, 
Fraktion 8. a) und b) vorwiegend C,,, weniger C,, 
Fraktion 9. a) und b) C,, und C,, etwa zu gleichen Teilen 
Fraktion 10. a) und b) vorwiegend C,,, weniger C,, 


AuBer Fraktion 5, welche zu etwa gleichen Teilen aus drei Komponenten 
bestand, setzten sich alle anderen Fraktionen praktisch aus zwei Komponenten 
zusammen. 

Zur Analyse von Fraktion 5 konnte deshalb nicht das Aquivalentgewicht 
dienen, sondern es muBte die Zusammensetzung der Fettséuren mit Hilfe der 
siulenchromatographischen Methode nach Kapitel?* bestimmt werden (s. Ab- 
bildung). 
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Fraktionen zu 2imil —=— 


Chromatogramm der Fraktion 5. Die Pfeile geben den Wechsel der Eluierungs- 
fliissigkeit an. L,,: 63% Aceton in Wasser (v/v) u. mit Paraffin gesattigt; Lg,,, u. 
Lz) entsprechend, mit 67,5 bzw. 70-proz. Aceton. x = Undefinierter Vorlauf. 


Tab. 2. Saulenchromatographische Auftrennung der Fraktion 5 








Menge der freien Fettsiuren 
in mg in% 
C5 1,06 30,1 
i. 1,37 38,9 
is 1,09 31,0 





Aus den entsprechend vereinigten Eluaten wurden durch Ansauern die Fett- 
siuren in Freiheit gesetzt, mit Ather ausgeschiittelt, die atherischen Lésungen 
neutral gewaschen und getrocknet. Aus den von Lésungsmitteln befreiten Fett- 
sauren stellte man sich 1-proz. Lésungen in Benzol her, deren papierchromato- 
graphische Priifung die siulenchromatographische Analyse bestatigte. 

_ Somit konnte unter Zugrundelegung des oben genannten Ergebnisses und der 
Aquivalentgewichte aller iibrigen Fraktionen nach der von Klenk!* angegebenen 
Formel die Zusammensetzung des Fettsiuregemisches berechnet werden. 

Da Fraktion 3 nach dem ersten Umkristallisieren beim Auftragen von 100 y 
im Papierchromatogramm keine Beimengungen einer anderen Saure aufzuweisen 
schien, wurden erneut 200 y chromatographiert. Dabei zeigte sich eine Spur C,,- 
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Tab. 3. Zusammensetzung der Fraktionen des Fettsiuregemisches nach der 
Destillation 





Menge der Fettsaiuren in mg 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 Summe 








(4 | 52,9] 38,0 90,9 | 84 
C15 | 21,6] 79,8/136,2] 32,5] 35,2 305,3 | 28,2 
42,0] 45,5] 48,4] 2,2 138,1 | 12,7 
36,3|104,2]128,8] 82,2/131,8| 11,2] 494.3 | 45,7 

8,1] 30,2| 15,8) 54,1 5,0 



































Saiure (etwa 5 y, entsprechend 2,5%), die sich durch weiteres Umkristallisieren 
jedoch nicht entfernen lieBen. Schmp. der zweimal umkristallisierten Fraktion 3: 
50,2. Mischschmelzpunkt dieser Substanz mit: 

Myristinsaéure: 47,4° (53,6 °)*; Pentadecansaure: 50,4° (53,0); Palmitinsaure: 

55,0° (62,8). 

Um eine reine Heptadecansaure zu erhalten, wurden die Fraktionen 6 und 7 
umkristallisiert. Erneute papierchromatographische Kontrolle ergab jedoch, daB 
sich nach dem Umkristallisieren die in Fraktion 7 in Spuren vorhandene C,,-Saure 
stirker angereichert hatte, als in Fraktion 6, die in Fraktion 6 vorher vorhandene 
(,,-Saure aber praktisch ganz entfernt war. Deshalb wurde Fraktion 6 erneut 
umkristallisiert. 100 y auf dem Papier aufgetragen zeigten etwa 5 y C,,-Saure 


(etwa 5%). 
Schmp. der zweimal umkristallisierten Fraktion 6: 58,8°, Mischschmelzpunkt 


dieser Substanz mit: 
Palmitinsaure: 57,2° (62,8°)*; Heptadecansaure: 59,4° (62,0°); Stearinsaure: 
62,0° (70,2 °). 
Herrn Professor Dr. Dr. h. c. E. Klenk danke ich sehr fiir sein dieser Arbeit 
entgegengebrachtes Interesse. 


Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
unterstiitzt. Frau I. Selbach und Fraulein M. L. Krafft danke ich fiir ihre tech- 
nische Hilfe. 


Zusammenfassung 


Nach Ozonisierung, Hydrolyse und Oxydation einer durch Gegen- 
stromverteilung gereinigten Colamin-Kephalinfraktion aus Gehirn, die 
etwa ?/, des Gesamtphosphors in Form von Colamin-Plasmalogen ent- 
hielt, lieBen sich unter den Spaltstiicken n-Pentadecan- und n-Hepta- 
decansdure nachweisen und in nahezu reinem Zustand isolieren. Da sie 
wohl nur durch Oxydation an der Doppelbindung der gesattigten Alde- 
hyde, die in der Enolform vorliegen, aus ihnen entstanden sein diirften, 
wird die 1954 von Klenk und Debuch zur Diskussion gestellte Enol- 
itherform (Formel VIII, hier IT) in Bezug auf die Bindung des Aldehydes 
am Glycerin des Colamin-Plasmalogens aus Gehirn bestitigt. Das Ge- 
misch der gesattigten Aldehyde dieses Plasmalogens enthalt Palmital 
und Stearal im Verhaltnis 38 : 62. 


* Die in Klammern stehenden Zahlen geben den Schmelzpunkt der ent- 
sprechenden reinen Sauren an. 
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Summary 


Following ozonization, hydrolysis, and oxidation of a colamin- 
cephalin fraction isolated from brain and purified by countercurrent 
distribution, n-pentadecanoic and n-heptadecanoic acid were found 
among the fission products and isolated almost pure. The colamin- 
cephalin fraction contained about 2/, of the total phosphorus in form of 
colamin-plasmalogen. Since the acids could only arise by oxidation of 
double bonds of the saturated aldehydes in their enol-form, the enol- 
ether formula proposed by Klenk and Debuch in 1954 is substantiated 
(formula VIII, here JI), referring to the linkage between the aldehyde 
and glycerol] of colamin-plasmalogen from brain. The mixture of saturated 
aldehydes of this plasmalogen contains palmitaldehyde and stearal- 
dehyde in the ratio of 38 : 62. 
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Reduktion von 16a-Hydroxy-oestron 
und 16-Keto-oestradiol-(178) 
durch menschliches Lebergewebe in vitro 
Von 


H. Breuer, Lieselotte Nocke und R. Knuppen 


Aus der Chemischen Abteilung der Chirurgischen Universitatsklinik und Poliklinik Bonn, 
Direktor: Prof. Dr. A. Giitgemann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Miirz 1958) 


Nach Injektion von 16a-Hydroxy-oestron beobachteten Brown 
und Marrian! beim Menschen eine vermehrte Ausscheidung von 
Oestriol im Urin; andererseits konnten Stimmel, Grollman und 
Huffman? nach Injektion von 16-Keto-oestradiol-(17f) ebenfalls 
Oestriol im Urin nachweisen. Demnach scheinen beide Verbindungen 
als Vorstufen von Oestriol in Frage zu kommen. Dariiber hinaus ist auf 
Grund der sterischen Méglichkeiten bei der Reduktion von 16«-Hydroxy- 
oestron auch die Bildung von 17-epi-Oestriol [A!--52-Oestratrien-triol- 
-(3.16a.17«)] und bei der Reduktion von 16-Keto-oestradiol-(17/) die 
Bildung von 16-epi-Oestriol [A1-*-50%-Oestratrien-triol-(3.168.17f)] zu 
erwarten. 

Um einen weiteren Einblick in den Mechanismus der Entstehung 
von Oestriol und seinen Isomeren zu gewinnen, wurde 16a-Hydroxy- 
-oestron sowie 16-Keto-oestradiol-(178) mit Schnitten menschlicher 
Leber inkubiert. 


Die Zeit zwischen der Entnahme des Gewebes und dem Beginn der Versuche 
betrug 5—10 Minuten. 16«-Hydroxy-oestron wurde nach Marrian, Loke, 
Watson und Panattoni® aus 16a.17«-Epoxy-oestradiol-(17f)* dargestellt; 16- 
Keto-oestradiol-(178) wurde nach Huffman und Lott® synthetisiert. Jeweils 
100 ug Steroid wurden mit 200 mg Leberschnitten fiir 60 Min. bei 37° in 5,0 ml 
Krebs-Ringer-Phosphatliésung, die 20 mMol Glucose enthielt und mit Sauerstoff 
gesittigt war, inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation wurden Schnitte und 
Inkubationslésung mit Ather/Chloroform (3:1) extrahiert. Die Extrakte wurden 
nach entsprechender Aufarbeitung zunichst der Papierchromatographie im System 
Formamid/Chlorbenzol unterworfen und nach Elution anschlieBend im System 
Formamid/Chloroform bzw. Formamid/Methylenchlorid rechromatographiert. Ein 
Teil der Papierchromatogramme wurde zur Sichtbarmachung der phenolischen 


1 J. B. Brown u. G. F. Marrian, J. Endocrinology 15, 307 [1957]. 

2 B. F. Stimmel, A. Grollman u. M. N. Huffman, J. biol. Chemistry 
184, 677 [1950]. 

3 G. F. Marrian, K. H. Loke, E. J. D. Watson u. M. Panattoni, Bio- 
chem. J. 66, 60 [1957]. 

4N.S. Leeds, D. K. Fukushima u. T. F. Gallagher, J. Amer. chem. 
Soc. 76, 2943, u. zw. 2947 [1954]. 

5 M. N. Huffman u. M. H. Lott, J. biol. Chemistry 172, 325 [1948]. 
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Steroide und Feststellung der Ry-Werte mit Folin-Ciocalteus Reagens (v¢l. 
1. c.6) gefiirbt. Von den nicht behandelten Parallelstreifen wurden entsprechende 
Stellen ausgeschnitten und mit Methanol eluiert. Die Eluate wurden zur Entfer- 
nung von Cellulosefasern durch eine Glasfritte Nr.4 (Schott & Gen., Mainz) 
filtriert und unter Zusatz von Hydrochinon eingedampft. Mit den Riickstinden 
wurde die Kober-Reaktion unter abgewandelten Reaktionsbedingungen’ in der 
von Brown angegebenen Modifikation ausgefiihrt*. Zur weiteren Identifizierung 
der Steroide wurden die vollstindigen Absorptionskurven der Farblésungen im 
Bereich von 400—600 mu aufgenommen. 


Die Ergebnisse der Versuche sind im Reaktionsschema dargestellt. 
Nach Inkubation von 16a-Hydroxy-oestron wurde die Bildung von 
zwei Substanzen beobachtet, die mit Folin-Ciocalteus Reagens 


Umwandlung von 16«-Hydroxy-oestron und 16-Keto-oestradiol-(17/) 
durch menschliches Lebergewebe in vitro. 





O OH 
\ OH . LO 
va a EA se wt SY Wi ? | Vl 
| | 
lade a ee ee 
oyrry / \7\4 
| i} | | | 
no/\/ / Ho /\/ 
16a-Hydroxy-oestron 16-Keto-oestradiol-(17 8) 
he ; \y NS 
OH OH OH 
OH OH | OH 
| \ ~~ 7 
| | 
E : oh VE 4 * A eZ, af ) 
o k Bry 
HO’ \“ \4 HO’ \“\4 HO” “WV 
17-epi-Oestriol Oestriol 16-epi-Oestriol 


{ A!-3-5(1°).Oestratrien-triol- 
(3.16«.17«)] 


[ 41-3-5(10).Oestratrien-triol- 
(3.16x.178)] 


[ A?3-5(1°).Oestratrien- 
triol-(3.168.17£)] 





eine Blaufarbung ergaben und polarer als 16a%-Hydroxy-oestron waren. 
Davon besaB die eine Substanz im System Formamid/Chloroform den- 
selben Ry-Wert (0,05) wie Oestriol und war im Mischchromatogramm 
von dieser Verbindung nicht zu unterscheiden; nach Elution vom 
Papierchromatogramm zeigte sie bei der Kober-Reaktion die gleiche 
Absorptionskurve wie Oestriol. Die andere Substanz lief in den Systemen 
Formamid/Chloroform und Formamid/Methylenchlorid schneller als 
Oestriol; auf Grund des papierchromatographischen Verhaltens lag die 
Vermutung nahe, daB es sich bei dieser Verbindung um 17-epi-Oestriol ® 


6 F. L. Mitchell u. R. E. Davies, Biochem. J. 56, 690 [1954]. 

7 W. Nocke, in Vorbereitung. 

8 J. B. Brown, Biochem. J. 60, 185 [1955]. 

® V. Prelog, L. Ruzicka u. P. Wieland, Helv. chim. Acta 28, 250 [1945]. 
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handelte. Deshalb wurde 17-epi-Oestriol durch Reduktion von 16z- 
Hydroxy-oestron mit NaBH, hergestellt (vgl. 1. c.*) und vom ebenfalls 
gebildeten Oestriol abgetrennt. Die Substanz war im Mischchromato- 
gramm von 17-epi-Oestriol nicht zu unterscheiden (Ry-Wert 0,34 im 
System Formamid/Methylenchlorid). 

Nach Inkubation von 16-Keto-oestradiol-(178) wurden zwei Verbin- 
dungen aufgefunden, die ebenfalls mit Folin-Ciocalteus Reagens 
eine Blaufarbung ergaben und polarer als 16-Keto-oestradiol-(17/) 
waren. Die eine Substanz besaB im System Formamid/Chloroform den- 
selben Ry-Wert wie Oestriol und ergab im Mischchromatogramm mit 
Oestriol einen einheitlichen Flecken; ihre Absorptionskurve bei der 
Kober-Reaktion war die gleiche wie fiir reines Oestriol. Die andere 
Substanz hatte im System Formamid/Chloroform einen Ry-Wert von 
0,19 und war auf Grund des Mischchromatogramms identisch mit 
16-epi-Oestriol; in der Kober-Reaktion zeigte sie das gleiche 
Maximum wie 16-epi-Oestriol. 

Die Versuche zeigen, da menschliches Lebergewebe in vitro sowohl 
16«-Hydroxy-oestron als auch 16-Keto-oestradiol-(17f) zu Oestriol redu- 
zieren kann; allerdings entsteht bei der Reduktion von 16«-Hydroxy- 
-oestron ungefihr 10mal mehr Oestriol als bei der Reduktion einer 
gleichen Menge 16-Keto-oestradiol-(178). Dariiber hinaus wurde die Bil- 
dung von 16-epi-Oestriol aus 16-Keto-oestradiol-(17f) sowie die Bildung 
von 17-epi-Oestriol aus 16a-Hydroxy-oestron nachgewiesen. Nach Inku- 
bation von 16«-Hydroxy-oestron betrug unter den hier gewahlten Ver- 
suchsbedingungen das Verhitlnis gebildetes Oestriol zu 17-epi-Oestriol 
etwa 15:1; nach Inkubation von 16-Keto-oestradiol-(178) betrug das 
Verhaltnis gebildetes Oestriol zu 16-epi-Oestriol etwa 2:1. Offenbar ent- 
steht bei der Reduktion der Ketogruppe an C-Atom 16 vornehmlich eine 
a-stindige Hydroxylgruppe, wihrend bei der Reduktion der Ketogruppe 
an C-Atom 17 die Bildung einer £-staéndigen Hydroxylgruppe begiinstigt 
wird. Somit scheint die 16x, 178-Konfiguration, wie sie im Oestriol vor- 
liegt, bei der Reduktion der entsprechenden phenolischen Steroidketole 
bevorzugt zu werden. 


Die Untersuchungen wurden durch eine Forschungsbeihilfe des Landes 
Nordrhein-Westfalen unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


16a-Hydroxy-oestron und 16-Keto-oestradiol-(178) wurden mit 
menschlichen Leberschnitten inkubiert. 16a-Hydroxy-oestron wurde zu 
Oestriol und 17-epi-Oestriol [A?:*-54%-Oestratrien-triol-(3. 16x. 17«)] re- 
duziert, wihrend 16-Keto-oestradiol-(17f) in Oestriol und 16-epi-Oestriol 
[A}-3-5(10)_Oestratrien-triol-(3. 168.176)] umgewandelt wurde. Die quan- 
titative Untersuchung ergab, daB bei der Reduktion der Ketogruppe an 
C-Atom 17 die Bildung einer f-staéndigen Hydroxylgruppe und bei der 
Reduktion der Ketogruppe an C-Atom 16 die Bildung einer «-standigen 
Hydroxylgruppe bevorzugt wurde. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 311 19 
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Summary 


16«-hydroxy-oestrone and 16-keto-oestradiol-(178) were incubated 
with human liver slices. 16a-hydroxy-oestrone was reduced. to oestriol 
and 17-epi-oestriol [A1-*-5(_oestratrien-triol-(3.16«.17«)]; 16-keto- 
oestradiol-(174) was reduced to oestriol and 16-epi-oestriol [A1-3-500). 
oestratrien-triol-(3.168.178)]. Quantitative experiments revealed that 
the reduction of the 17-ketone group led preferably to the formation 
of a 178-hydroxyl group, whilst on reduction of the 16-ketone group 
the formation of a 16«-hydroxyl group was favoured. 
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Zwei Typen von Cerebrosid-schwefelsaéureestern 
als sog. ,,Pralipoide“‘ und Speichersubstanzen 
bei der Leukodystrophie, Typ Scholz 
(metachromatische Form der diffusen Sklerose) 
Von 
Horst Jatzkewitz 


Kurze Mitteilung aus der Biochemischen Abteilung (Leiter: Priv.-Doz. Dr. H. Jatzkewitz) 
der Deutschen Forschungsanstalt fiir Psychiatrie (Max-Planck-Institut), Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Marz 1958) 


Bei der Leukodystrophie, Typ Scholz, fiihrt ein genetisch bedingter diffuser 
Zerfall von Markscheiden im menschlichen Gehirn nicht zu den normalerweise auf- 
tretenden sudanophilen Abbaustoffen in den gliogenen Abraumzellen, sondern zu 
schwach sudanophilen Produkten, die daher ,,Pralipoide‘‘ genannt wurden!. Da 
die Krankheit nicht nur auf das Gehirn beschrankt bleibt, sondern u. a. auch die 
Nierentubuli befallt, hat Austin? neuerdings auch Stoffe vom farberischen Ver- 
halten der Pralipoide im Harnsediment gefunden. 

Diese ,,Pralipoide“ firben sich histologisch mit gewissen Farbstoffen meta- 
chromatisch (daher ,,metachromatische Form der diffusen Sklerose“‘), besonders 
gut — namlich braun — mit Kresylviolett (Kres.) in essigsaurer Loésung*. Die Auf- 
klarung der chemischen Konstitution dieser Stoffe ist bisher iiber Spekulationen* 
und MutmaBungen?* nicht herausgekommen. 

Als Ausgangspunkt zur Lésung des Problems benutzten wir das Gehirn eines 
an Leukodystrophie verstorbenen 5jahrigen Jungen (Pat. M.), das 14 Jahre in 
Formalin gelegen hatte, und dessen gesamte weiBe Substanz sich histologisch mit 
Kres. braun anfarbte (starker Markzerfall auch in der grauen Substanz). 

Die Farbung im Schnitt konnte auf Filterpapier iibertragen werden, wenn 
man etwa 30 y des ather- und aceton-unléslichen, mit Methanol/Chloroform (2: 1) 
gewonnenen Lipoidextraktes (Sphingolipidfraktion) als Fleck von etwa 7 mm 
Durchmesser auf Filterpapier auftrug und das Papier ebenso wie den Schnitt be- 
handelte, also mit Kres. in 1-proz. waBriger Essigsiure 10 Min. bei 60° farbte und 
10 Min. wasserte. Dann erschien der Lipoidfleck braun auf violettem Papiergrund. 

Zur weiteren Differenzierung wurde eine papierchromatographische Methode 
fiir die Darstellung der braunfarbbaren Lipoide entwickelt. Die beste Auftrennung 
lieB sich mit der Oberphase des Lésungsmittelsystems Isoamylalkohol/n-Butanol/ 
Wasser (27: 2,5: 10) auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043b Mgl aufsteigend 
erzielen. Am Start wurden je 30 y Lipoidextrakt aufgetragen. Die Flecken wurden 
mit 0,001-proz. waBriger RhodaminB-Lésung® im UV sichtbar gemacht. 

Mit reinen Vergleichssubstanzen sowie mit Lipoidextrakten aus Leukody- 
strophie-Gehirnen und Kontrollgehirnen etwa gleicher Formalin-Lagerungszeit von 


Kindern etwa gleichen Alters wie Pat. M. [Pat. K. = Leukodystrophie (Scholz) 


1 W. Scholz, Mschr. Psychiatrie 86, 111 [1933]. 
2 J. H. Austin, Neurology 7, 415, 716 [1957]. 
3 Th. v. Hirsch u. J. Peiffer, Arch. Psychiatrie 194, 88 [1955]. 
4 P. B. Diezel, Die Stoffwechselstérungen der Sphingolipoide, Springer- 
Verlag, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1957, S. 130. 
5 G. V. Marinetti u. E. Stotz, J. Amer. chem. Soc. 77, 6668 [1955]. 
19a 
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mit histologisch nur teilweise braun-metachromatisch fairbbarem WeiB (Mark- 

scheiden im Grau weitgehend intakt); Pat. G. und H. (Little’sche Krankheit) ; 

Pat. R. (Mongoloide Idiotie)] wurden die in der Tab. aufgefiihrten Ry-Werte in 

den gekennzeichneten Intensitaéten (+++ = sehr starker Fleck, +-++ = starker 

Fleck, + = normaler Fleck, (+-) = schwacher Fleck) erhalten. 

Wie ersichtlich, bleibt mit dem von uns verwandten Lésungsmittelsystem 
meist ein Teil der geladenen Lipoide am Startpunkt. Obwohl daher quantitative 
Aussagen nur mit Vorbehalt méglich sind, wurde das System wegen anderer Vor- 
teile beibehalten. Der Tabelle ist zu entnehmen: 

1. Die sog. ,,Pralipoide‘‘ bei der Leukodystrophie (Scholz) sind normale Mark- 
scheidenbestandteile. Ihre braune Farbung mit Kres. wird bei Extrakten 
aus normalen Markscheiden und wahrscheinlich auch im Schnitt durch den 
groBen Anteil der mit Kres. violett werdenden Phosphorlipide (und Cere- 
broside) verdeckt. 

(Lecithin und Kephalin farben sich ebenso violett wie Sphingomyelin. Der 
Phosphorlipidgehalt der weiBen Substanz bei Pat. M. ist sehr gering®). 

2. Das Chromatogramm der sog. ,,Pralipoide“ ist mit dem der Cerebrosid- 
schwefelsaureester identisch. Braune Metachromasie zeigende ,, Pralipoide“ 
sind demnach Cerebrosid-schwefelsaureester. 

3. Es sind papierchromatographisch zwei Arten von Cerebrosid-schwefel- 
sdureestern darstellbar. 

4. Die Menge an Cerebrosid-schwefelsiureestern ist im zerfallenen Mark 
(,,Mark‘‘) stark erhéht. Im Extremfall (Pat. M.) konnten Cerebroside da- 
gegen (auch nach Gegenstromverteilung) papierchromatographisch nicht 
nachgewiesen werden. : 

. Mit dieser Methode werden Cerebroside und Cerebrosid-schwefelsaure- 
ester von formolfixiertem Material in Ubereinstimmung mit bislerigen 
Annahmen als Markscheidenlipoide, eine Substanz oder Substanzen (P- 
und Ninhydrin-positiv) vom Ry-Wert des Sphingomyelins jedoch ganz 
oder iiberwiegend als Rindenlipoide dargestellt. 

Um die unter 2. und 3. gemachten Aussagen zu stiitzen, wurden die aus den 
Leukodystrophie-Gehirnen gewonnenen Cerebrosid-schwefelsaureester durch pra- 
parative Rundfilterchromatographie mit dem schon erwahnten Lésungsmittel- 
system voneinander getrennt und mit waBGriger Salzsiure und methylalkoholischer 
Schwefelsiure hydrolysiert. Die Hydrolysenprodukte wurden papierchromato- 
graphisch und durch Feiglsche Tiipfelreaktionen analysiert. Dabei ergaben: 

Sulfatid vom Ry-Wert 0,23: 

Fettsiuren + [Lignocerinsaure (?) +, Cerebronsaure (?) +, Nervonsiure ( ?) 

(+)], Sphingosin +, Galactose +, S0,°© +; 

Sulfatid vom Ry-Wert 0,34: 

Fettsiuren + [Lignocerinséure (?) +, Cerebronsaure (?) +, Nervonsaure ( ?) 

+], Sphingosin +, Galactose +, SO,”° +, PO,8° +. 

Die weitere chemische Differenzierung der beiden Typen (Sulfatid?, Phos- 
phosulfatid ?’) ist im Gange. Weiterhin wird untersucht, worauf der anomale Ab- 
bau der zerfallenen Markscheidenlipoide beruht (Cerebrosidsulfatase-Mangel ?), 
um vielleicht Aussagen zum primaren Markscheidenzerfall selbst machen zu kénnen. 

SchlieBlich folgt aus dieser Arbeit, daB entgegen den bisherigen Gepflogen- 
heiten SO,?°- Bestimmungen (Verhaltnis von Galactose zu Sulfat!) bei den Routine- 
Lipoidbestimmungen von pathologischen Gehirnen n6tig sind. 

Ein ausfiihrlicher Bericht iiber die Arbeit erscheint in dieser Zeitschrift. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft bin ich fiir finanzielle Hilfe, 
Fraulein U. Lenz und M. Mod fiir technische Unterstiitzung dankbar. Beson- 
deren Dank schulde ich den Herren Prof. E. Klenk, H. E. Carter, M. B. Lees 
und Y. Fujino fiir die Uberlassung von Vergleichssubstanzen. 


or 


6 Privatmitt. v. J. N. Cumings an Th. v. Hirsch (1956). 
7 W. Koch, diese Z. 70, 94 [1910]; M. Lees, Federation Proc. 15, 298 [1956]. 
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Zusammenfassung 


_ Es wurde ein papierchromatographisches Verfahren zur Auftrennung der 
Ather- und Aceton-schwerléslichen Sphingolipidfraktion aus menschlichem Gehirn 
entwickelt. Damit wurden untersucht: 1. Vergleichssubstanzen ; 2. die Sphingolipid- 
fraktion histologisch normaler und 3. durch die metachromatische Form der dif- 
fusen Sklerose zerfallener Markscheiden menschlicher Gehirne. Es ergab sich, da8 
die sogenannten ,,Pralipoide“ und Speichersubstanzen der pathologischen Fille 
Cerebrosid-schwefelsaiureester sind. 

Die Cerebrosid-schwefelsiureester gaben im Papierchromatogramm zwei 
Flecken. Die den beiden Flecken entsprechenden Substanzen wurden durch pra- 
parative Rundfilterchromatographie gewonnen. Der hydrolytische Abbau zeigte, 
daB ein Sulfatid-Typ phosphorsaéurehaltig, der andere P-frei ist. 


Summary 


A paper chromatographical procedure for the resolution of the ether and 
acetone difficultly soluble sphingolipid fraction from human brain was developed. 
There were investigated with it: 1. model compounds; 2. the sphingolipid fraction 
of histologically normal myelin sheaths of human brain; 3. the sphingolipid frac- 
tion of myelin sheaths disintegrated by the Metachromatic Type of Diffuse 
Sclerosis. As a result, the so-called ,,prelipids‘‘ and storage substances of patho- 
logical cases were shown to be cerebroside sulfate esters. ~ 

These cerebroside sulfate esters caused two spots in the paper chromatogram. 
The two substances corresponding to these spots were obtained by preparative 
circular paper chromatography. Hydrolytic degradation indicated one sulfatide 
to contain phosphoric acid in addition, the other to be phosphorous-free. 
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Aufteilung der «- und £-Glucopyranose 
durch Hochspannungselektrophorese 
Von 
J. Kellen und A. Ballog 


Aus dem Laborat. des Staatl. Bades Novy Smokovec, Hohe Tatra, und der Klinik fiir Berufskrank- 
heiten u. Arbeitshygiene (Leiter Prof. Dr. M. Nos41’) in Bratislava, Tschechoslowakei 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Mai 1958) 


Die Eigenschaft einiger Zucker, in einer waBrigen alkalischen Lésung mit 
Borionen Komplexe zu bilden, wird zu ihrer elektrophoretischen Aufteilung ver- 
wendet. Diese Komplexe wandern zu der Anode und erméglichen so gute Trennung 
verschiedener Oligo- und Polysaccharide und ihrer Derivate!, welche mit den iib- 
lichen chromatographischen Methoden nicht oder nur undeutlich auftrennbar sind. 

Ein besonderes Problem bietet die Trennung der Glucoseepimeren, da ihre 
Epimerisation einen dynamischen Vorgang darstellt und eine mehrere Stunden 
dauernde Methode zum SchluB nur ein epimerisiertes Gemisch erfaBt (die geliufige 
Papierchromatographie dauert z. B. 10 und mehr Stunden!). So ist auch das 
negative Ergebnis einer friiheren Arbeit? zu erkliren, wobei die «- und £-Form der 
Glucopyranose bei 10 V/cm und 120 Min. Laufdauer scheinbar nicht zu trennen 
waren. 
Nach Mich] bilden die «-Glykole, d. h. Substanzen mit OH-Gruppen an 
benachbarten C-Atomen, nur in der cis-Konfiguration Boratkomplexe. Das trifft 
z. B. fiir die «-Glucopyranose zu. Die trans-Form dieser Substanz, die 6-Glucopy- 
ranose, tritt in keine Komplexbildung ein. Ein aktives Wandern im elektrischen 
Feld ist also von diesem, ansonsten ampholyten Epimeren nicht zu erwarten. 

In unseren Versuchen bereiteten wir die B-Form der Glucopyranose durch 
Erhitzen mit Pyridin, wahrend als «-Form eine ganz frisch bereitete Lésung ver- 
wendet wurde. 


Methodischer Teil 


Die Elektrophorese wurde bei einem Stromgefille von 45 V/cm durchgefiihrt, 
wobei der Endwert der Stromabnahme 20 mA betrug. Bis zu Werten von 22 Watt 
erwies sich Kihlung zwischen Glasplatten als geniigend, falls eine Laufdauer von 
20 Min. nicht iiberschritten wird. Von der in m/30-Borax, bei einem py von 9 ge- 
lésten 0,1% Glucose wurden annahernd 50 y auf Papier Whatman I aufgetragen. 
Als Pufferlésung verwendeten wir das Borax-Borséure-Kochsalzgemisch nach 
Consden und Stanier‘, die Laufzeit betrug 20 Min., angefarbt wurde mit saurem 
Anilinphthalat'. 

Ergebnisse und Diskussion 


Die durch Hochspannungselektrophorese bei 1100—1200 V (d. i. 45 V/cm) 
gewonnene Zeiteinsparung gibt die Méglichkeit, die Epimerisation einer Borax- 
lésung der «- und £-Form der Glucopyranose zu umgehen. So ist es gelungen, diese 


1 A. B. Foster u. M. Stacey, J. chem. Soc. [London] 1958, 982; 1955, 1778; 
D. Gross, Nature [London] 173, 908 [1953]; 178, 487 [1954]; L. Jaenicke, 
Naturwissenschaften 39, 86 [1952]. 

2 J. Kellen, Nature [London] 179, 1131 [1957]. 

3-H. Michl, Mh. Chem. 88, 737 [1952]. 

4 R. Consden u. W. M. Stanier, Nature [London] 169, 783 [1952]. 

5 §. M. Partridge, Nature [London] 164, 443 [1949]. 
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beiden Formen elektrophoretisch aufzuteilen. Unter den angefiihrten Bedingungen 
blieb die 6-Glucopyranose rund 10 mm hinter dem «-Epimeren zuriick. Das schein- 
bare Wandern der f-Form ist auf endosmotische Vorgiinge der Pufferlésung zu. 
riickzufiihren. Bei entsprechender Kiihlung und langerer Laufzeit ist eine noch 
deutlichere Aufteilung zu erwarten. Aus Mangel an Reinsubstanzen konnten die 
Werte fiir die Glucofuranose nicht untersucht werden. 

In einer weiteren Arbeit wird biologisches Material dem angefiihrten Ver- 
fahren unterworfen werden. Es kénnten auf diese Weise neue Erkenntnisse iiber die” 
Verhiltnisse der einzelnen Glucoseepimeren im Blutserum gewonnen werden. Diese | 
Erkenntnisse wiirden vielleicht eine neue Einsicht in Kohlenhydratstoffwechsel- 
stérungen erméglichen, worin der Wert unserer Beobachtung zu suchen ist. 


Zusammenfassung 
Durch Papierelektrophorese in Boratpuffer bei 45 V/cm und 20 Min. Laufzeit 
konnten «- und 8-Glucopyranose voneinander getrennt werden. 


Summary 


«- and f-glucopyranose were separated by paper electrophoresis in a borate 
buffer at 45 v/em and a running time of 20 minutes. 








